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Fortschritte im Verständnis, der Ätiologie, der Diagnostik und der Therapie von Krankheiten 
sind untrennbar mit neuen Entwicklungen und Erkenntnissen auf dem Gebiet der 
Naturwissenschaften verbunden. Wissenszugewinn hier ermöglicht neue Denkansätze in der 
Medizin. Umgekehrt stoßen ungelöste medizinische Fragestellungen oft Forschungsansätze 
auf den der Medizin verwandten naturwissenschaftlichen Sektoren an. Auf diese Weise 
bahnte die, in den letzten Jahrzehnten, zunehmende Erkenntnis, dass genetische und 
molekularbiologische Vorgänge die Entstehung und den Verlauf von Krankheiten in 
vielfältiger Weise beeinflussen, Forschungen den Weg, tiefere Einblicke in die genetischen 
Vorgänge und Bedingtheiten des Lebens zu gewinnen. Aus diesem Wunsch wurde 1990 das 
Vorhaben definiert, das menschliche Genom im Laufe von 15 Jahren vollständig zu 
entschlüsseln. Ziel dieses immensen Projektes war es, alle im menschlichen Organismus 
wirksamen Gene, Gensegmente und ihre Lokalisation auf den Chromosomen zu bestimmen. 
Man erhoffte sich aus diesen Daten neue Erkenntnisse über den evolutionären Ursprung und 
die Herkunft der Spezies, die Adaption an sich verändernde Umwelteinflüsse, Mutationen, 
Reproduktionsmechanismen und die Steuerung dieser Abläufe. Aus medizinischer Sicht 
hoffte man durch die Entschlüsselung der DNA-Sequenz und die Lokalisierung der Gene auf 
eine bessere Früherkennung und Diagnostik von Krankheiten, neue Therapieansätze sowie 
eine verbesserte Diagnostik. 
 
Die Zuordnung von Funktionen zu einzelnen Genen wird sehr erleichtert, wenn Genome 
anderer Organismen zum Vergleich herangezogen werden können. Diesem Zweck dient die 
komparative Genetik. Dabei hat die Kartierung von Genomen das Ziel, Gene mit bekannten 
Eigenschaften zu lokalisieren. Das verschafft eine Vorstellung über die Organisation und 
Reihenfolge der Gene. Die komparative Genetik erlaubt durch die Analyse der Genkarten, die 
Organisation und Funktionsweise der Genome besser zu verstehen (O`Brien et al., 1999). 
Genkarten existieren zurzeit für den Menschen, die Maus und mehrere andere, meist 
einzellige Spezies. Bereits 1995 wurde das Genom des Bakteriums Haemophilus influenzae 
entschlüsselt (Fleischmann et al., 1995). Vollständig sequenziert sind ebenfalls die Genome 
des Bakteriums Borellia burgdorferi (Fraser et al., 1997), des Erregers der von Zecken 
übertragenen Lyme-Krankheit und der Bierhefe Saccharomyces cerevisiae (Goffeau et al., 
1997). 
 
Die Sequenzierung des menschlichen Genoms wurde durch die Konkurrenz zwischen dem 
Internationalem Humangenomprojekt (HUGO) und der privaten amerikanischen Firma Celera 
sehr beschleunigt. Bereits im Jahr 2001 teilte der Präsident der Firma Celera Craig Venter 
mit, 99% des menschlichen Genoms entschlüsselt zu haben (Venter et al., 2001). Wenig 
später im gleichen Jahr teilte das Internationale Konsortium zur Sequenzierung des 
menschlichen Genoms mit, dass eine erste, nahezu vollständig sequenzierte Version des 
menschlichen Erbgutes veröffentlicht sei (International Human Genome Sequencing 
Consortium, 2001). Die vorliegenden Sequenzen lieferten eine Vielzahl von neuen 
Erkenntnissen und Informationen über die Gesamtzahl der Gene, die Charakteristika von 










40 000 Gene. Es bestehen deutliche Unterschiede in der Zahl der Genomteile (Gene, 
transposable Elemente, CpG-Motive) (Lander et al., 2001). Mehr als 99% der Erbinformation 
ist bei allen Menschen gleich. Die Gene des Menschen sind sehr komplex aufgebaut, d.h. die 
Möglichkeit differenziellen Spleißens kann zu völlig unterschiedlichen Genprodukten führen, 
die die numerische Anzahl der Gene übertreffen können. Überraschend ist auch, dass 
wahrscheinlich Hunderte von Genen im menschlichen Genom durch horizontalen Transfer 
von Bakterien erworben wurden (Genereux und Logsdon, 2003). Noch bleiben jedoch in der 
zurzeit vorliegenden humanen Gensequenz eine Reihe von Fragen offen. So sind Sequenzen 
innerhalb des Genoms falsch positioniert oder nicht vollständig. Deswegen ist eine 
mehrmalige Überprüfung der Sequenz erforderlich. Die genaue Genlokalisation ist derzeit erst 
für vier der 23 menschlichen Chromosomen erarbeitet. Die Funktion der einzelnen Gene ist 






Die Aufklärung der Funktion einzelner Gene würde sich als sehr schwierig erweisen, wenn 
nur die Nukleotidsequenz des menschlichen Genoms bekannt wäre. 
 
Schon seit den Anfangszeiten der naturwissenschaftlich experimentellen Medizin wurden 
Modellorganismen in die physiologische, biochemische oder pharmakologische Forschung 
einbezogen. Dabei spielen vor allem Kaninchen, Meerschweinchen und Maus eine große 
Rolle. Auch bei der Funktionsanalyse im Rahmen des Humangenomprojekts werden 
Versuchstiere eingesetzt. Aber anstelle der traditionellen Modellorganismen treten Spezies, 
deren Genome kleiner und einfacher organisiert sind als das menschliche, wie z.B. die 
Fruchtfliege Drosophila melanogaster oder der Fadenwurm Caenorhabditis elegans. Gene, 
die für Proteine mit lebenswichtigen Funktionen kodieren, sind sehr konserviert und haben 
sich im Laufe der Evolution nur wenig geändert, weshalb ihnen in verschiedenen Spezies mit 
hoher Wahrscheinlichkeit eine ähnliche Funktion zukommt. In der Medizin spielt noch ein 
anderer Gesichtspunkt eine wesentliche Rolle. Genmutationen können pathologische 
Phänotypen erzeugen. Bei hohen Homologien zwischen den Genen des Modellorganismus 
und des Menschen kann durch eine gezielte Mutation des Gens im Modellorganismus ein 
abweichender Phänotyp induziert werden. Somit kann auf die Funktion des menschlichen 
Gens geschlossen werden. 
 
Auch die Maus dient seit langem als Modellorganismus in der Genforschung (Bedell et al., 
1997a und 1997b). Besonders seit im Jahre 2001 die Firma Celera Genomics auch die 
komplette Genomsequenz der Maus entschlüsselt hat, wurde festgestellt, dass Mensch und 
Maus ein sehr ähnliches Erbgut haben. Defekte homologer Gene führen bei Maus und 
Mensch oft zu ähnlichen Erkrankungen. Inzwischen wurden mehr als hundert Mutationen im 
Genom der Maus beschrieben, die pathogenetisch bedeutsam sind. Mausmutanten dienen als 
Modelle menschlicher Erkrankungen der Sinnesorgane (Auge, Ohr), des kardiovaskulären 











Es gibt bestimmte Anforderungen, die ein Modellorganismus zu erfüllen hat. Die Haltung 
solcher Organismen muss einfach sein, wenig Raum beanspruchen und billig sein. Von 
Vorteil sind kleine Organismen, deren Entwicklung und Differenzierung sich in jedem 
Stadium gut beobachten lässt. Kurze Generationszeiten, eine schnelle Entwicklung und viele 
Nachkommen begünstigen eine schnelle Durchführung und Auswertung von Versuchen. Für 
die Entwicklungsbiologie sind daneben auch noch die Entwicklung der Nachkommen 
außerhalb der Muttertiere, Durchsichtigkeit und das Vorhandensein bestimmter Organe und 
Organsysteme wichtig. In der Molekularbiologie haben sich bestimmte Organismen, wie die 
Fruchtfliege Drosophila melanogaster, der Fadenwurm Caenorhabditis elegans, der 
Krallenfrosch Xenopus laevis, die Hausmaus Mus musculus und der Zebrafisch Danio rerio 
besonders bewährt und werden für viele Studien eingesetzt. 
 
Von den oben genannten Modellorganismen wurden für einige Experimente, die in dieser 
Arbeit beschrieben sind, Zebrafische benutzt, da die GSF über eine eigene Zucht dieser 
Fische verfügt. Zebrafische sind tropische Süßwasserbewohner, die weltweit für 
systematische zelluläre und genetische Analysen der Vertebratenentwicklung genutzt werden 
(Driever et al., 1994 und 1996). Zebrabärblinge sind sehr widerstandsfähig und können das 
ganze Jahr über im Labor gezüchtet werden. Die Haltung ist mit einer hohen Dichte lebender 
Tiere möglich, ohne dass Vermehrung und Entwicklung beeinträchtigt werden. Die 
Laichablage der Tiere ist vom Lichtzyklus abhängig und damit steuerbar. Die 
Reproduktionsrate ist hoch und die Embryonen entwickeln sich außerhalb des Muttertieres 
und sind völlig durchsichtig. Auf diese Weise lässt sich auch die Entwicklung von Organen 
und Geweben, die sonst tief im Körper liegen und direkter Sicht entzogen sind, am lebenden 
Embryo beobachten (Strähle und Ingham, 1992). Inzwischen liegen auch genetische Karten 
des Zebrafischgenoms vor (Postlethwait et al., 1994, 1997, Knapik et al., 1996, 1998). 
Mutationen lassen sich inzwischen auch an haploiden homozygoten Embryonen durchführen 
(Streisinger et al., 1981). Da die Embryonen klein sind, lassen sich durch Mutationen erzeugte 
Phänotypen im gesamten Organismus histologisch oder immunhistologisch auf einem 
Objektträger untersuchen. Der Ablauf der Embryonalentwicklung ist je nach Temperatur in 2-
4 Tagen abgeschlossen. Die endo-, meso- und ektodermalen Zelllagen entstehen in 6-10 
Stunden während der Gastrulation. Die Segmentierung erfordert 10-24 Stunden und nach nur 
einem Tag ist ein vollständiger Wirbeltierembryo erkennbar. (Kimmel et al., 1995, Brand und 
Wittbrodt, 1999). Mutationen lassen sich durch Röntgenbestrahlung oder Mutagene auslösen 
(Müller und Hassel, 1999). Auch Transplantationen oder die Erzeugung transgener Tiere sind 
möglich (Brand und Wittbrodt, 1999). Ein wesentlicher Vorteil des Modellsystems Zebrafisch 
ist es, dass die Sterblichkeit von Embryonen genau beobachtet werden kann. Dies ist z.B. bei 
Mäusen nicht möglich, da die Entwicklung unsichtbar im Mutterleib erfolgt. Neben diesem 
Nachteil unterliegen Mäuse als genetische Modellsysteme auch noch einer Reihe anderer 
Einschränkungen (Driever et al., 1996). Unter Abwägung aller genannten Gesichtpunkte 















1.2 Monoklonale Antikörper 
 
 
Zur Aufklärung der Funktion eines bestimmten Gens ist es erforderlich, die Genprodukte auf 
zellulärer Ebene nachzuweisen. Schon seit langem dienen neben enzymatischen Reaktionen 
Antikörper auf Grund ihrer hohen Sensitivität und Spezifität diesem Zweck. Bei der 
Entwicklung der Technik wurden in der Anfangszeit Tiere mit mehr oder weniger 
hochgereinigtem Antigen immunisiert und die Antikörperfraktion aus dem Serum dieser 
Tiere, meist Kaninchen, gewonnen. Vom immunologischen Standpunkt aus betrachtet sind 
diese Antikörper polyklonalen Ursprungs. Die hohe Affinität dieser Antikörper und ihre 
relativ einfache Herstellung sind ein Vorteil. Jedoch gibt es auch eine Reihe von Nachteilen. 
Der Gehalt an spezifischen Antikörpern im Serum ist gering. Die Menge an Antiserum ist 
limitiert. Eine Standardisierung der Qualität ist kaum möglich. Durch die geringe 
Epitopspezifität eignen sich polyklonale Antikörper zwar hervorragend zur 
Immunpräzipitation, zeigen jedoch auf der anderen Seite auch eine bedauerlich hohe Rate von 
Kreuzreaktionen, die sich meist nur durch kostenintensive und titersenkende 
Absorptionschritte unterdrücken lässt. Außerdem ist es erforderlich, relativ große Mengen 
gereinigten Antigens zur Immunisierung zu verwenden (Goding, 1983), was bei der 
Untersuchung von Proteinen, die in Zellen oder Organen nur in geringen Spuren exprimiert 
werden, größte Schwierigkeiten bereiten kann. Deshalb war die Entwicklung der Technik 
durch Köhler und Milstein (Köhler und Milstein, 1975), monoklonale Antikörper in vitro zu 
erzeugen, ein epochales Ereignis. Die Methode beruht auf der Verschmelzung von 
immunkompetenten B-Zellen, die meist aus der Milz immunisierter Tiere isoliert werden, mit 
immortalisierten Myelomzellen. Damit war es möglich, Antikörper mit definierten Affinitäts- 
und Bindungseigenschaften in vitro in praktisch unbegrenzter Menge herzustellen. Erst die 
hiermit gegebene Spezifität und Standardisierbarkeit ermöglichte die Entwicklung vielfältiger 
Immunreagenzien, die heute eine herausragende Rolle in der medizinischen Diagnostik 
spielen. Antigene zur Herstellung monoklonaler Antikörper benötigen keinen hohen 
Reinheitsgrad (Pirofsky et al., 1990), da die antikörperproduzierenden Klone selektiert 
werden. Außerdem kann eine gute Immunisierung mit kleinen Antigenmengen erreicht 
werden. Natürlich haben monoklonale Antikörper auch einige Nachteile. Da sie nur gegen ein 
Epitop gerichtet sind, werden zur Durchführung von Immunpräzipitationsreaktionen oft 
sekundäre Antikörper oder andere Hilfsmittel wie Protein A oder G benötigt. Auch erfordert 
die Herstellung monoklonaler Antikörper die Erfahrung eines spezialisierten Labors, das über 
die notwendige Erfahrung und Logistik im Umgang mit den erzeugten 
antikörperproduzierenden Klonen verfügt. Trotzdem sind monoklonale Antikörper heutzutage 
unverzichtbare Reagenzien zur Identifizierung, Charakterisierung und zum 
Funktionsnachweis von Genprodukten. Da das Institut für Molekulare Immunologie der GSF 
über ein spezialisiertes Labor zur Herstellung monoklonaler Antikörper verfügt, werden in 















1.3 Proteomanalyse  
 
 
Nach der kompletten Entzifferung des Genoms sind bei weitem noch nicht alle Genprodukte 
in ihrer Funktionsweise entschlüsselt. Dies hat seine Ursache in dem schon erwähnten 
differenziellen Spleißen der Gene, aber auch in den vielfältigen posttranslationellen 
Modifikationen der Proteine, wie Glykosylierung, Acetylierung oder Phosphorylierung 
(Jackson et al., 1975), um nur einige der Möglichkeiten zu erwähnen. Insgesamt wird dem 
Genom das Proteom gegenübergestellt, wobei man unter diesem 1995 vorgeschlagenen 
Begriff die Gesamtheit der durch das Genom kodierten Proteine versteht. Innerhalb einer 
Zelle ist nie das gesamte Genom exprimiert, sondern je nach Differenzierungsgrad und 
Funktionszustand der Zelle immer nur ein Teil. Die Proteine innerhalb einer Zelle wirken auf 
vielfältige Weise aufeinander ein. Physiologische, aber auch pathologische Vorgänge werden 
von Multiproteinkomplexen (Alberts, 1998) gesteuert und beeinflusst. Daher ist es für das 
Verständnis von physiologischen Vorgängen und von Abweichungen unter krankhaften 
Fehlsteuerungen sowie für sich eventuell aus diesem Verständnis neu ergebende 
therapeutische Eingriffsmöglichkeiten so wichtig, die Expression, Funktion und 
Wechselwirkung miteinander verschalteter Proteine auf der Basis eines Genoms (funktionale 
Genomik) zu entschlüsseln. Untersuchungen dieser Art werden heute unter dem Oberbegriff 
„Proteomik“ subsumiert. Zur Zeit arbeiten viele Forscher und Unternehmen daran, die 
Funktionen einzelner Proteine in Proteinkomplexen zu definieren. Ein Hilfsmittel dabei ist die 
proteomweite Kartierung von Proteinkomplexen, die an einigen Modellorganismen wie der 
Hefe, Saccharomyces cerevisiae, schon recht weit gediehen ist (Gavin et al., 2002, Ho et al., 
2002). 
Methodisch ist die Analyse um einiges schwieriger als die Sequenzierung des Genoms. Im 
Laufe der Jahre hat sich ein Standardverfahren herausgebildet, dessen Ziel es ist, eine 
möglichst große Zahl der in einem Proteingemisch (Zelle, Körperflüssigkeit) enthaltenen 
Proteine zu identifizieren. Dabei kommen physikalische, biochemische und immunologische 
Methoden zur Anwendung. Zunächst ist es das Ziel, besonders bei membranständigen 
Proteinen, die Moleküle in Lösung zu bringen. Bei Zellen bedient man sich dazu hypo-
osmolarer Lösungen, denen Detergentien zugefügt sind. Seit den siebziger Jahren hat die 2D-
Elektrophorese eine zentrale Bedeutung für die Trennung von Proteingemischen (Kaltschmidt 
und Wittmann, 1970, Klose und Spielmann, 1975). Das Proteingemisch wird dabei in der 
ersten Dimension durch isoelektrische Fokusierung nach seiner Ladung (isoelektrische 
Punkte) und in der zweiten Dimension nach Größe in einem SDS-Polyacrylamidgel 
aufgetrennt. Im angefärbten Gel ergibt sich dann ein Fleckenmuster, das die Identifizierung 
individueller Proteine zulässt. Einzelne Flecken können ausgeschnitten und weiteruntersucht 
werden. Hierzu werden heute massenspektrometrische Verfahren eingesetzt. Nach Reduktion 
und Alkylierung des aus einem oder mehreren Flecken isolierten Proteins erfolgt ein 
proteolytischer Abbau, für den meistens Trypsin verwendet wird, um eine definierte Anzahl 
kleinere Bruchstücke zu erzeugen. Diese werden dann in einer geeigneten Lösung, entweder 
direkt oder in Kombination mit einer Mikro-HPLC in ein Massenspektrometer eingespritzt, 
wobei die Peptidfragmente durch Anlegen eines elektrischen Feldes ionisiert werden (Elektro 











Ende der achtziger Jahre wurde von Hillenkamp und Karas (Karas und Hillenkamp, 1988) 
eine Ionisierung der Peptidfragmente, die in eine Matrix eingebettet sind, durch Beschuss der 
Kristalle im Hochvakuum erreicht. Die Masse der Fragmente wird dabei in Abhängigkeit von 
der Flugzeit in einem sogennanten Flugrohr bestimmt. Heutzutage ist man sogar in der Lage, 
mit einer Kombination der eben beschriebenen Typen von Massenspektrometern mit 
bestimmten Versuchsanordnungen Mikrosequenzierungen im unteren Femtomolbereich zu 
bewerkstelligen. Bei beiden Methoden lassen die Massen der Peptidfragmente einen Schluss 
auf das Ausgangsprotein zu, da sie für jedes Protein individuelle Zusammensetzungen haben, 
die von der zugrundeliegenden Aminosäuresequenz abhängig sind. Sowohl der Vergleich von 
Fleckenmustern in der 2-D-Elektrophorese als auch die massenspektrometrische Analyse und 
die damit gekoppelte Suche in ausgedehnten Datenbanken ist ohne den Einsatz 
hochleistungsfähiger Rechner und der zugehörigen Programme nicht möglich. Ob die 
Entwicklung von „Proteinchips“ (Zhu, 2001) eine weitere Verbesserung in der Sensitivität der 






Zur Funktionsanalyse von Genomen lassen sich auch molekularbiologische Methoden 
heranziehen. So können DNA-Genbanken konstruiert werden, die das gesamte Genom des 
Organismus enthalten. Die DNA besteht dabei aus Fragmenten, die in Vektoren eingebaut 
sind und innerhalb eines Wirtsorganismus repliziert werden. Zu diesem Zweck wird die 
mRNA einer Zellpopulation oder eines Gewebes isoliert und mittels viraler reverser 
Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Beim Konstruieren einer cDNA-Genbank ist darauf 
zu achten, dass das vollständige Genom eines Organismus möglichst ohne Verzerrungen 
enthalten ist. Da es nicht möglich ist, ein Genom zu reproduzieren, muss die cDNA mit 
Restriktionsenzymen geschnitten und in handhabbare Fragmente zerlegt werden. Diese 
Fragmente werden dann in einen Vektor eingebaut, in einen geeigneten Wirtsorganismus 
eingeschleust und zur Expression gebracht. Bei diesem Prozess ist es wichtig, dass das 
Genom der Wirtszelle einerseits das Einsetzen fremder DNA erlaubt, ohne in seiner Stabilität 
gefährdet zu werden (Young und Davies, 1983). Andererseits soll die Wirtszelle die 
Expression der einklonierten DNA auf hohem Niveau, d.h. in vielen Kopien ermöglichen. Oft 
werden in die Vektoren Marker und Resistenzgene mit einkloniert, die z.B. ein selektives 
Wachstum der rekombinanten Klone in antibiotikahaltigen Nährlösungen erlauben oder 
Kolonien, die exprimierte rekombinante Klone enthalten, durch Blaufärbung markieren. 
 
Gut eingeführte Expressionssysteme stützen sich auf E.coli als Wirtsorganismen, wobei die 
zu exprimierende DNA entweder über Bakteriophagen (meist λ-Bakteriophagen) oder 
Plasmide als Vektoren in die Zellen eingeführt wird. Der Unterschied zwischen 
Bakteriophagen und Plasmiden besteht in ihrer Replikation in der Zelle, die bei Plasmiden 
extrachromosomal erfolgt, während die DNA der Bakteriophagen in die DNA des 
Wirtsorganismus eingebaut wird und dort über viele Generationen verbleiben kann (Thomas 
et al., 1974). Die Menge der klonierten DNA liegt beim λ-Bakteriophagen bei ca. 25 kb. 
Kommerziell werden daher heute viele Systeme angeboten, die auf dem λ-Bakteriophagen 









1.5 Fragestellung  
 
 
Monoklonale Antikörper werden benötigt, um Proteine in histologischen Schnitten zu 
identifizieren oder um Proteine zu charakterisieren, um auf diese Weise Genfunktionen 
aufzuklären. Dabei wird als Modellorganismus oft der Zebrafisch gewählt, weil er gut zu 
handhaben ist und eine schnelle Entwicklung der durchsichtigen Embryonen außerhalb des 
Muttertieres aufweist.  
Die Experimente wurden in drei verschiedene Richtungen geführt: 
a. Zum einen wurden Ratten mit Gehirnlysaten aus Zebrafisch immunisiert. Die aus den 
Fusionen isolierten monoklonalen Antikörper wurden an hisologischen Schnitten auf 
spezifische Bindung untersucht. Organspezifische Antikörper wurden etabliert. Die von den 
Antikörpern erkannten Proteine wurden entweder mittels Gelelektrophorese und 
Massenspektrometrie oder über eine Expressionsgenbank identifiziert (s. Abbildung 1-1). 
b. Zum anderen wurden monoklonale Antikörper, die in der Arbeitsgruppe E. Kremmer mit 
anderen Zielen entwickelt wurden, am Gewebe von Zebrafisch auf ihre Kreuzreaktivität 
untersucht. 
c. Als gezielter Ansatz zur Herstellung monoklonaler Antikörper wurde mit einem 
Fusionskonstrukt immunisiert, das Teile des menschlichen Parkins enthielt.  













2 Material und Methoden 
 
 
2.1 Material  
 
 
2.1.1 Geräte  
 
- Analysenwaage AE 200 (Mettler, Giessen)  
- Brutschrank, Cytoperm2 (Heraeus, Osterode) 
- Brutschrank (Memmert, Schwabach) 
- Digitale Kamera Fujix HC-300Z (AVT HORN, Aalen) 
- Digitales Photosystem Gel Print 2000i 
- Drucker Digital Graphic Printer UP-D860E (Sony, Köln) 
- Elektrophorese System NuPAGE®, bestehend aus Xcell II Mini-Cell, Xcell Blot 
Module und Power Ease® 500 ((Invitrogen, Karlsruhe) 
- Elisareader Sunrise (Tecan, Crailsheim) 
- Finnpipette®, 8-Kanal Multistepper, 200 µl (Labsystems, Helsinki, Finnland) 
- Finnpipette®, 12-Kanal-Pipette, 50-300 µl (Labsystems, Helsinki, Finnland) 
- Gasbrenner Fireboy (Integra Biosciences, Fernwald)  
- Gasbrenner Fireboy plus (Integra Biosciences, Fernwald) 
- Glasgefäße -Bechergläser, Kolben und Standzylinder- (Schott, Mainz) 
- Invert™ Mikroskop (Leica, Bensheim) 
- Kryomikrotom, Frigocut Jung CM 3000 (Leica, Bensheim) 
- Kühlzentrifuge IEC 6000B (Nunc, Wiesbaden) 
- Laborglasschalen, 21x14x5 cm (Neolab, München) 
- Lichtmikroskop Axioskop, Okular D-Pl 10x/20, Objektive Plan-Neofluar 2,5x/0,075, 
Plan-Neofluar 10x/0,30, Plan-Neofluar 20x/0,50 (Zeiss, Göttingen) 
- Mikrowelle (Sharp Hamburg) 
- Multipette Eppendorf (Eppendorf, Hamburg) 
- pH-Meter 766 Calimatic (Knick Berlin) 
- Pipettierhilfe, Pipetboy acu (Integra Biosciences, Fernwald) 
- Sicherheitswerkbank (Laminar Air Flow) (Gelaire, Australien) 
- Spektrophotometer UV Beckman DU®640 (Beckman, München) 
- Stahlhandsieb (GSF, Werkstatt, München) 
- Stickstoff (Linde®, München) 
- Schüttelgerät mit Inkubationshaube TR 125 (Infors AG, Bottmingen) 
- Schüttlertisch Rocky (Fröbel Labor Geräte) 
- Schüttelwasserbad GFL 1083 (GFL, Burgwedel) 
- Tischinkubator für Petrischalen (Heraeus, Hanau) 
- Tischzentrifuge, 5415C (Eppendorf, Hamburg) 
- Transluminator, IL 360 (Ltf Labortechnik, Wasserburg/Bodensee) 
- Vortex MS2 Minishaker IKA® (Neolab, München) 













- 24-Loch-Gewebekulturplatte TC (Greiner, Nürtingen) 
- 96-Loch-Gewebekulturplatte (Greiner, Nürtingen) 
- 96-Loch-ELISA-Platte, (Nunc, Wiesbaden) 
- Absaugpumpe Vacusafe mit Vacuboy und 8-Kanal-Kamm (Integra Biosciences, 
Fernwald) 
- Aluminiumfolie M (Roth, Karlsruhe) 
- Combitips® Pipettenspitzen, 5 ml (Eppendorf, Hamburg) 
- Deckgläser für die Mikroskopie, 24x50 mm oder 24x32 mm (Menzel, Braunschweig) 
- Einfrierröhrchen, Nunc Cryotube™ 1 ml (Nunc, Wiesbaden) 
- Faltenfilter 5951/2, 185 mm∅ (Schleicher & Schuell, Dassel) 
- Fettstift Immunogen Calbiochem (Merck, Darmstadt) 
- Hybond™ ECL™ Nitrozellulosemembran, RPN303D (Amersham Bioscience,  
Freiburg) 
- Kunststoff-Einwegpipetten, 10 ml, 25 ml (Greiner, Nürtingen) 
- Kunststoffwännchen, 8-Kanal-Reservoir (Integra Biosciences, Fernwald) 
- Neubauer-Zählkammern (Brand, Wertheim) 
- Nitrozellulose-Filter, ø82 mm und ø132 mm Protran® Art.-Nr.: 10401116 (Schleicher 
& Schuell, Dassel) 
- Nitrozellulose-Filter, ø142 mm, 0,22 µm, Art.-Nr.: GSWP14250 (Millipore, 
Schwalbach) 
- Nitrocellulosemembran Hybond™ECL™, RPN 2020D (Amersham Biosciences, 
Freiburg) 
- Objektträger, SuperFrost® Plus, 25x75x1,0 mm, Art.-Nr. 041300 (Menzel, 
Darmstadt) 
- Parafilm M® (Amerikan Can Company Greenwich, CT, USA) 
- Pasteurpipetten, Glas, gestopft (Neolab, München) 
- Petrischalen 92x140 (Neolab, München) 
- Pipetten, 10 µl, 100 µl, 1000 µl (Eppendorf, Hamburg) 
- Pipettenspitzen, Biopur, 10 µl, 100 µl, 1000 µl (Eppendorf, Hamburg) 
- Reaktionsgefäße mit Deckelverriegelung, Safe-Lock, 1,5 ml und 2,0 ml (Eppendorf, 
Hamburg) 
- Skalpelle, (Neolab, München) 
- Saugpapier 580x600 mm, GB58 (Gesellschaft für Laborbedarf,  
Würzburg) 
- Zentrifugenröhrchen: 15 ml und 50 ml (Neolab, München) 
- Zellkuturflaschen 200 ml, 600 ml (Nunc, Wiesbaden) 




2.1.3 Chemikalien, Medien, Seren und Bakterienstämme 
 
- 2-Methylbutan, Uvasol®, Art.-Nr.:106056 (Merck, Darmstadt) 
- 3-Amino-9-Ethylcarbazol (ca. 90%), Art.-Nr.: A-5754 (Sigma, Deisenhofen) 
- 3-Aminobenzoesäureethylester, MS222, Methansulfonatsalz, Art.-Nr.: A-5040, 
(Sigma, Deisenhofen) 






- 8-Azaguanin (50x), Art.-Nr.: A-5284 (Sigma, Deisenhofen) 
- Aceton, p. a., Art.-Nr.: 100014 (Merck, Darmstadt) 
- Agar, select, Art.-Nr.: A-5054, (Sigma, Deisenhofen) 
- Agarose, Electrophoresis Grade, Art.-Nr.: 15510-019 (Invitrogen, Karlsruhe) 
- Aqua-bidest. (Schubert, München) 
- β2-Humanmikroglobulinklon gereinigt in λTriplEx  (>10
8 pfu/ml in 1x Lambda- 
Verdünnungspuffer und 7% DMSO) 50 µl Clontech (BD Biosciences, Palo Alto, CA, 
USA 
- BCIP ( 5-Bromo-4-chloro-3-indonylphosphat), Art.-Nr.: S3771 (Promega, Mannheim) 
- Bis-Tris Gel 8x8 cm, Kat.-Nr.: NP0301 NuPAGE® (Invitrogen, Karlsruhe) 
- Bovines Albumin (Fraktion V, mind. 96%), Art.-Nr.: A-2153 (Sigma, Deisenhofen) 
- Chloralhydrat, Art.-Nr.: 159121 (Merck, Darmstadt) 
- Coomassie Simply Blue™ Safe Stain Art.-Nr.: LC6060 (Invitrogen, Karlsruhe)  
- Dimethylformamid, p. a., Art.-Nr.: 103053 (Merck, Darmstadt) 
- DMSO, Dimethylsulfoxid, Art.-Nr.: D-2650 (Sigma, Deisenhofen) 
- E. coli XL1-Blue (in 25% Glycerol) 0,5 ml Clontech (BD Biosciences, Palo Alto, CA, 
USA) 
- E.coli BM25.8 (in 25% Glycerol) 0,5 ml Clontech (BD Biosciences, Palo Alto, CA, 
USA) 
- Essigsäure, Art.-Nr.: 10047 (Merck, Darmstadt) 
- Ethanol, Art.-Nr.: 108067 (Merck, Darmstadt) 
- Fötales Kälberserum, Art.-Nr.: A15-043 (PAA Laboratories, Linz, Österreich) 
- Freundsches Adjuvans, inkomplett, Art.-Nr.: F-5881 (Sigma, Deisenhofen) 
- Genbank-Lysate (in 1x Lambda-Verdünnungspuffer + 7% DMSO) 0,2 ml Clontech 
(BD Biosciences, Palo Alto, CA, USA) 
- Glycerin, Art.-Nr.: G-5516 (Sigma, Deisenhofen) 
- Guanidinhydrochlorid (4 M), Art.-Nr.: 50935 (Sigma, Deisenhofen) 
- Hämatoxylin, Art.-Nr.: 4305 (Merck, Darmstadt) 
- HAT Media Supplement (50x), Art.-Nr.: H-0262 (Sigma, Deisenhofen) 
- HT Media Supplement (50x), Art.-Nr.: H-0137 (Sigma, Deisenhofen) 
- Instant-Magermilchpulver (Fink, Herrenberg) 
- IPTG (10 mM in H2O) Isopropyl β-D-Thiogalctopyranosid Art.-Nr.: I-5502 (Sigma, 
Deisenhofen)  
- Kaisers Glyzeringelatine (für die Mikroskopie), Art.-Nr.: 109242 (Merck, Darmstadt) 
- Kaliumaluminiumsulfat p. a., Art.-Nr.: 150847 (Merck, Darmstadt) 
- Kaninchen-Anti-human-β2-Mikroglobulin-Serum polyklonal (250 µg/ml) 20 µl  
Clontech (BD Biosciences, Palo Alto, CA, USA) 
- Laufpuffer MES SDS NuPAGE®, Kat.-Nr.: NP0002 (20x) 500 ml (Invitrogen, 
Karlsruhe) 
- Laufpuffer MOPS SDS NuPAGE®, Kat.-Nr.: NP0001 (20x) 500 ml (Invitrogen, 
Karlsruhe) 
- LB Agar (Lennox L Agar), Art.-Nr.: 22700-017 (Invitrogen, Karlsruhe) 
- LB Broth Base, Art.-Nr.: 12780052 (Invitrogen, Karlsruhe) 
- L-Glutamin 200 mM, Art.-Nr.: 5230123 (Invitrogen, Karlsruhe) 
- Maltose Art.-Nr.:M-9171 (Sigma, Deisenhofen) 
- Marker See blue pre-stained Standard Art.-Nr.: LC 5625 (Invitrogen, Karlsruhe) 
- Meerrettich-Peroxidase-Avidin D, Kat.-Nr.: A-2004 (Vector Laboratories Inc, 
Burlingame, CA., U.S.A.) 






- Methanol, Art.-Nr.: 106004 (Merck, Darmstadt) 
- MgCl2·, Art.-Nr.: M-8266 (Sigma, Deisenhofen) 
- MgCl2·6H2O, Art.-Nr.: M-2393 (Sigma, Deisenhofen) 
- MgSO4, Art.-Nr.:M-2643 (Sigma, Deisenhofen) 
- MgSO4·7H2O, Art.-Nr.: M-2773 (Sigma, Deisenhofen) 
- MultiMark™ Multi-Colored Standard (1x), 500 µl, Kat.-Nr.: LC5725 (Invitrogen, 
Karlsruhe) 
- Natrium-Azid, Art.-Nr.: (S-4404) (Sigma, Deisenhofen) 
 Natriumbikarbonat, Art.-Nr.: S-8875 (Sigma, Deisenhofen) 
- Natriumchlorid, Art.-Nr.: 106404 (Merk, Darmstadt) 
- Natriumjodat p. a., Art.-Nr.: 6525 (Merck, Darmstadt) 
- Natriumkarbonat, wasserfrei, Art.-Nr.: S-2127 (Sigma, Deisenhofen) 
- Natrium-Pyruvat 100 mM, Art.-Nr.: 11360088 (Invitrogen, Karlsruhe) 
- NBT (Nitroblau- Tetrazolium Chloride), Art.-Nr.: S3771 (Promega, Mannheim) 
- Nichtessentielle Aminosäuren MEM, Art.-Nr.: 11140035 (Invitrogen, Karlsruhe) 
- o-Phenylendiamin-Dihydrochlorid Tabletten (OPD), 60 mg/Tablette, Art.-Nr.: P-1063 
(Sigma, Deisenhofen) 
- Paraformaldehyd, krist., Art.-Nr.: P-6148 (Sigma, Deisenhofen) 
- PBS Dulbecco INSTAMED, Art.-Nr.: L182-10 (Biochrom KG, Berlin) 
- Polyethylenglycol 1500 (PEG), steril, Art.-Nr.: 783641 (Roche, Mannheim) 
- Probenpuffer NuPAGE® SDS (sodium dodecyl sulfate), Kat.-Nr.: NP0003 (4x) 10 ml 
(Invitrogen, Karlsruhe) 
- Protein G-Sepharose-Beads 4 Fast flow, Art.-Nr.: 17-0618-03, (Amersham 
Biosciences, Freiburg)  
- Reduktionsmittel NuPAGE® (0,5 M DTT (Dithiothreitol)), Kat.-Nr.: NP0005 (10x) 
(Invitrogen, Karlsruhe) 
- RPMI 1640 ohne Glutamin, Art.-Nr.: 31870025 (Invitrogen, Karlsruhe) 
- Salzsäure, Art.-Nr.: 100322 (Merck, Darmstadt) 
- SilverQuest Silver Staining Kit Invitrogen Kat-Nr.: LC6070 (Invitrogen, Karlsruhe) 
- Tissue-Tec O.C.T. Compound, 4583 (Sakura, Zoeterwoude, Niederlande)) 
- Transferpuffer NuPAGE®, Kat.-Nr.:NP0006 (20x) 125 ml (Invitrogen, Karlsruhe) 
- tri-Natriumcitrat-Dihydrat, Art.-Nr.: 6430 (Merk, Darmstadt) 
- Tris, Art.-Nr.: T-1503 (Sigma, Deisenhofen) 
- Tween®-20 (Polyoxyethylenesorbitanmonolaurate), Art.-Nr.: P-1379 (Sigma, 
Deisenhofen)  
- Wasserstoffperoxyd 30%, Perhydrol®, Art.-Nr.:107210 (Merck, Darmstadt) 
- Zitronensäure Monohydrat, Art.-Nr.:C-7129 (Sigma, Deisenhofen) 
- Zitronensäure, Art.-Nr.: C-7129 (Sigma, Deisenhofen) 
 
 
- AP-Puffer    10x  1x 
Tris-HCl (pH 9,5)  1,0 M  100 mM 
NaCl     1,0 M  100 mM 




 100 µl in 70% Dimethylformamid 






- Beschichtungspuffer   0,2 M Natriumbikarbonat 
(Carbonatpuffer)   0,2 M Natriumkarbonat 
      Natriumbikarbonatlösung mit  




- Blockierungslösung   1% (w/v) Milchpulver 





Stammlösung   Dimethylformamid 
      8 mM 3-Amino-9-Ethylcarbazol 
 
Gebrauchslösung  6% (v/v) Stammlösung 
      50% (v/v) Tris/NaCl-Waschpuffer 
      0,006% (v/v) Wasserstoffperoxyd 




- Citrat-Puffer für Antikörperreinigung 
pH 2,7 
 Zitronensäure/    




- Entwicklungslösung   10 ml Substratpuffer 
 für ELISA    5,5 mM OPD 




- Entwicklungslösung   100 ml AP-Puffer 
 für Western-Blot   660 µl NBT 




- Fixierungslösung   PBS 











- Hämatoxylinlösung   3 mM Hämatoxylin 
      1 mM Natriumjodat 
      100 mM Kaliumaluminiumsulfat 
      300 mM Chloralhydrat 
      5 mM Zitronensäure, kleinkrist. 




- IPTG-Lösung:   10 mM in H2Odeion. 




- Lambda-Phagen-Verdünnungs-  NaCl   1,0 M 
puffer 10x:    MgSO4·7H2O  0,1 M 




- Lysepuffer RIPA 
     500 ml 
 1x PBS   490 ml 
 1% NP-40   5 ml 
 0,5% Na-Deoxycholate 2,5 g 




- Lysepuffer NP-40 




- 20% Maltose-Lösung:  20 g Maltose in 100 ml H2Odeion. 





- MgSO4-Lösung (1 M):  24,65 g MgSO4•7H2O 
100 ml deionisiertes Wasser 
- MgCl2-Lösung (1 M ):  20,3 g von MgCl2•6H2O 
100 ml deionisiertes Wasser 














- Substratpuffer    0,1 M Zitronensäure 
(Citratpuffer)    0,1 M Tris  




- TBS-Puffer    10x  1x 
Tris-HCl (pH 8,0) 0,1 M  10 mM 








- Tris/NaCl-Waschpuffer, pH 7,4 
Stammlösung   0,5 M Tris 
      1,5 M NaCl 
in Aqua dest.; pH 7,4; 
mit 2 M HCl einstellen 
 
Gebrauchslösung   Stammlösung 




- Verdünnungslösung für Antikörper (Immunhistologie) 
Stammlösung   Tris/NaCl-Waschpuffer 
      5% (w/v) BSA 
 
Gebrauchslösung  Tris/NaCl-Waschpuffer 



















- λTriplEx (Clontech) 
Phagen-Expressionsvektor mit einer Kapazität von bis zu 20 kb. Die 
Klonierungsstelle liegt innerhalb des lacZ-Gens. Der Vektor eignet sich für die 
Erstellung von cDNA-Expressionsbanken. Mittels der Blau-Weiß-Selektion 
auf einem IPTG-haltigen Medium lassen sich die phagenenthaltende Bakterien 
isolieren. IPTG ist Induktor der β-Galaktosidaseproduktion. X-Gal (5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-beta-D-Galaktosid), wird von der β-Galaktosidase 
hydrolysiert und es entsteht unter Sauerstoffeinfluss ein wasserunlöslicher 




- E.coli XL1-Blue (Wood et al., 1985) 
Genotyp: endA1, gyrA96, hsdR17, lac-, recA1, relA1, supE44, thi-1, [F´ laclqZ 
∆M15, proAB, Tn10], 
Tn 10 verleiht Resistenz gegenüber Tetracyclin. 
Dieser Stamm der Firma CLONTECH dient als Empfängerstamm für die Phagen 
und gewährleistet reguläre Expression der klonierten Gene. Dieser Stamm wird 
für die Screeningvorgänge eingesetzt. (Clontech). 
 
 
- E.coli BM25.8 (Palazzolo et al., 1990) 
Genotyp: supE44, thi ∆(lac-proAB) [F´traD36, proAB+, laclqZ ∆M15] 
λimm434 (kanR)P1 (camR) hsdR (rk12-m k12-) 
BM25.8 ist lysogen für Phagen λ und P1 und wird zum Herausschneiden von 
Plasmiden benutzt. Der Stamm enthält einen lysogenen Lambda-Phagen 
(selektierbar durch Kanamycin-Resistenz, vermittelt Resistenz gegen Lambda- 
Phagen) und einen lysogenen P1-Phagen (markiert durch Chloramphenicol-







- Kanamycin, Art.-Nr.: K-0879 (Sigma, Deisenhofen) 
- Tetracyclin, Art.-Nr.: T-7660 (Sigma, Deisenhofen) 
- Chloramphenicol, Art.-Nr.: C-0378 (Sigma, Deisenhofen) 
- Carbenicillin, Art.-Nr.: C-3416 (Sigma, Deisenhofen) 
- Penicillin-Streptomycin, Art.-Nr.: 15140130 (Invitrogen, Karlsruhe) 
 
- Kanamycin-Lösung:    25 mg/ml in H2Odeion. 
Endkonzentration im Medium: 50 µg/ml  
 
- Tetracyclin-Lösung:   15 mg/ml in H2Odeion. 
   Endkonzentration im Medium: 15 µg/ml 
 






- Chloramphenicol-Lösung:  34 mg/ml in 100% Ethanol 
      Endkonzentration im Medium: 34 µg/ml 
 
- Carbenicillin:    50 mg/ml in H2Odeion. 
      Endkonzentration im Medium: 50 µg/ml 
 
Die Stammlösungen werden bei –20°C gelagert. Alle Antibiotika-Lösungen werden dem 




2.1.5 Medien für die Zellkultur: 
 
- Basismedium    RPMI 1640 
      1% (v/v) Penicillin/Streptomycin 
      1% (v/v) Glutamin 
      1% (v/v) nicht-essentielle Aminosäuren 
      1% (v/v) Pyruvat 
 
 
- Azaguanin-Medium   Basismedium 
      2% (v/v) 50x Azaguanin 
      5% (v/v) FCS 
 
 
- HAT-Medium    Basismedium 
      20% (v/v) FCS 
      2% (v/v) 50x HAT-Medium 
 
 
- HT-Medium     Basismedium 
      10% (v/v) FCS 
      2% (v/v) 50x HT-Medium 
 
 
- Normalmedium   Basismedium 
      10% (v/v) FCS 
 
 
- Einfriermedium   90% (v/v) FCS 














2.1.6 Kulturmedien für Bakterien 
 
Alle Kulturmedien werden 20 min. bei 121°C autoklaviert. 
 
- LB-Medium:    20 g LB Broth Base  
      1 l destilliertes Wasser 
 
 
- LB/MgSO4 –Medium:  10 ml 1 M MgSO4 in 1 l LB-Medium 
 
 
- LB/MgSO4 Agarplatten:  10 ml 1M MgSO4 
15 g Agar  
1 l LB-Medium 
 
 
- LB/MgSO4 Agarose:   10 ml 1M MgSO4 
7,2 g Agarose 
1 l LB-Medium 
 
 
- LB/MgSO4/Maltose-Medium: 10 ml von 20% Maltose-Lösung 




  Alle Antibiotika-Lösungen werden je nach 
Resistenz der zu züchtenden Stämme dem 
autoklavierten Medium nach Abkühlung auf 50°C 
bis zum Erreichen der Endkonzentration 
zugegeben.  
      Kanamycin:  Endkonzentration 50 µg/ml 
      Tetracyclin:  Endkonzentration 15 µg/ml 
      Chloramphenicol: Endkonzentration 34 µg/ml 






Maus-anti-Ratte-κ Monoklonaler Antikörper der Zelllinie RG7/7.6.HL (TIB 
172, American Type Culture Collection (ATCC), 
Manassas, VA, USA); der Antikörper ist gegen die κ-











Maus-anti-Ratte- λ Monoklonaler Antikörper, der gegen die λ-Kette von 
Immunglobulinen der Ratte gerichtet ist (dieser 
Antikörper wurde in der Arbeitsgruppe hergestellt). 
 
Maus-anti-Ratte-IgG1 Monoklonaler Antikörper der Zelllinie RG11/39.4 (TIB 
170, American Type Culture Collection (ATCC), 
Manassas, VA, USA); der Antikörper erkennt den Fc-
Teil von Antikörpern der IgG1-Subklasse.  
 
Maus-anti-Ratte-IgG2a Monoklonaler Antikörper der Zelllinie RG7/1.30 (TIB 
173, American Type Culture Collection (ATCC), 
Manassas, VA, USA); der Antikörper erkennt den Fc-
Teil von Antikörpern der IgG2a-Subklasse.  
 
Maus-anti-Ratte-IgG2b Monoklonaler Antikörper der Zelllinie RG7/11.1 (TIB 
174, American Type Culture Collection (ATCC), 
Manassas, VA, USA); der Antikörper erkennt den Fc-
Teil von Antikörpern der IgG2b-Subklasse.  
 
 
Maus-anti-Ratte-IgG2c Monoklonaler Antikörper, der den Fc-Teil von 
Antikörpern der IgG2c-Subklasse erkennt (dieser 
Antikörper wurde in der Arbeitsgruppe hergestellt). 
 
Maus-anti-Ratte-IgG, (H+L) Polyklonaler Maus-Antikörper: Der Antikörper ist gegen 
die schwere und die leichte Kette von Ratten-IgG 
gerichtet. Der Antikörper ist mit Peroxidase markiert 
(Art.-Nr.: 212-035-082) oder unmarkiert (Art.-Nr.: 212-
005-168) (Dianova, Hamburg). 
 
 
Ziege-anti-Ratte-IgG+IgM, (H+L) Polyklonaler Ziege-Antikörper: Der Antikörper ist gegen 
die schwere und die leichte Kette von Ratten-IgG und 
IgM gerichtet. Der Antikörper ist mit Peroxidase (Art.-
Nr.: 112-035-068) oder mit alkalischer Phosphatase 
(Art.-Nr.: 112-055-068) markiert (Dianova, Hamburg). 









2.2.1 Tiere und Organe 
 
 
Ratten: Die Immunsierungen für die Generierung von monoklonalen Antikörpern erfolgten in 
Ratten des Stammes Lou/c. Die Immunisierungen waren durch die Regierung von Oberbayern 
unter dem Aktenzeichen 211-2531.6-4/99 genehmigt. 
 
Mäuse: Für Organentnahmen wurden Mäuse des Stammes C57BL/6 aus den Beständen der 
Tierhaltung der GSF verwendet. 
 
Zebrabärblinge: Adulte Fische sowie Embryonen und Larven von Zebrabärblingen wurden 
uns durch Dr. Ela Knapik und Dr. Laure Bally-Cuiff (GSF – Institut für Entwicklungsgenetik) 
zur Verfügung gestellt. 
 
Organe: Die Gehirne von Säugetieren stammten aus Altbeständen des Instituts für 
Immunologie (Prof. Gertrud Hoffmann-Fezer) oder wurden uns freundlicherweise durch Prof. 
Schmahl (Institut für Tierpathologie der Universität München, Allgemeine Pathologie und 
Neuropathologie, LMU, München) zur Verfügung gestellt. 
 
 
2.2.2 Immunisierung der Ratten 
 
 
Prinzip: Bei der Herstellung von Antikörpern wird die natürliche Abwehrreaktion des Körpers 
gegenüber immunogenen Fremdmolekülen ausreichender Größe (Antigenen) ausgenutzt. 
Korpuskuläre Antigene, wie ganze Bakterien oder Zellen, aber auch Zellwandfraktionen 
erzielen in der Regel auch ohne Adjuvansverwendung die gewünschte Wirkung. Dagegen 
sind Adjuvantien meist nötig, wenn mit nativen oder löslichen Antigenen (Proteine, Peptide, 
Polysaccharide) immunisiert wird, ebenso wenn das Antigen nur in sehr begrenzter Menge 
vorliegt.  
Unterschiede im Aufbau von bakterieller oder viraler DNA (sogenannte CpG-Motive) im 
Vergleich zur Wirbeltier-DNA ermöglichen es dem Immunsystem, diese potenziellen 
Krankheitserreger aufgrund ihrer DNA-Struktur zu erkennen. CpG-Motive sind 
nichtmethylierte Cytidin-Guanosin-Dinukleotide mit bestimmten flankierenden Basen-
sequenzen. Synthetische Oligonukleotide (ODN), die solche CpG-Motive enthalten, imitieren 
die Anwesenheit von mikrobieller DNA und induzieren ein charakteristisches 
Aktivierungsmuster von Immunzellen (Krieg et al., 1995). ODN 2006, stabilisiert durch 
Phosphorothioate, sind in der Ratte aktiv und können Mycobacterium Tuberculosis als 
Adjuvans ersetzten (Prof. Klaus Pfeffer, persönliche Mitteilung). 
 
 
2.2.2.1 Immunisierung mit Gehirnen des Zebrabärblings 
Nach dem Töten der Zebrabärblinge in einem Betäubungsbad (1% MS222) wurden die 
Gehirne entnommen und durch ein feinmaschiges Sieb in 4 ml PBS passiert. Gehirne von 20 
Zebrabärblingen ergaben eine ausreichende Menge an Antigen. Danach erfolgte eine  






Homogenisierung mittels Ultraschall. 1 ml Homogenisat wurde zur Grundimmunisierung 
verwendet, der Rest wurde bis zum Zeitpunkt der Auffrischimmunisierung bei –20°C 
gelagert. Zur Grundimmunisierung wurden die Ratten mit 500 µl Totallysat ohne Adjuvans 
subkutan und 500 µl Totallysat intraperitoneal gespritzt. Nach einem Mindestabstand von 
sechs Wochen erfolgte eine Auffrischimmunisierung. Wie bei der Grundimmunisierung 
wurden 500 µl subkutan und 500 µl intraperitoneal gegeben. 
 
 
2.2.2.2 Immunisierung mit Parkinprotein 
Für die Immunisierung der Ratten zur Herstellung von Antikörper gegen Parkin wurde als 
Antigen ein Fusionsprotein, das aus Parkin und 6 Histidinen, die sich am N-Terminus des 
Proteins befanden, verwendet. Das Protein lag in 8 M Harnstoff vor, die Konzentration betrug 
etwa 2,6 µg/µl. 
Zur Grundimmunisierung erhielten die Ratten 40 µg Parkin (ein lösliches Molekül) mit 
inkomplettem Freundschen Adjuvans (500 µl) und 30 µg CpG 2006. Das Gemisch wurde mit 
PBS auf ein Volumen von 1 ml aufgefüllt. Kurz vor Injektion wurde das Gemisch gut 
geschüttelt, damit eine einfache Wasser-in-Öl-Emulsion entstand. Davon wurden 500 µl 
subkutan und 500 µl intraperitoneal injiziert. Nach einem Mindestabstand von sechs Wochen 
erfolgte eine Auffrischimmunisierung. Die Ratten erhielten 40 µg Parkin mit 30 µg CpG 2006 
in 1 ml PBS. Davon wurden wieder 500 µl subkutan und 500 µl intraperitoneal gespritzt. 







Unter geeigneten Bedingungen lassen sich Zellen, welche zur Zellteilung befähigt sind, in 




Zur Verwendung kam die Maus-Myelom-Zelllinie P3X63-Ag8.653. Diese Zellen haben einen 
Enzymdefekt. Sie können das Enzym Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase 
(HGPRT) nicht synthetisieren, das für die Wiederverwertung der Purinbasen im 
Nukleotidstoffwechsel verantwortlich ist. Die Zelllinie wurde in Medium kultiviert, das 8-
Azaguanin, ein toxisches Guanin-Analog, enthielt. 
Außerdem haben die Myelomzellen eine gute Fusionsfrequenz und keine eigene Ig-
Kettensynthese. Die Myelomzellen wurden eine Woche vor der Fusion auf Normalmedium 




Die Hybridome wurden zunächst in HAT-Medium (20% FCS) kultiviert. Nach 10 Tagen 
wurde das HAT-Medium gegen HT-Medium (20% FCS) ausgetauscht. Dieses wurde 
schrittweise durch Normalmedium mit absteigender Konzentration an FCS ersetzt. 
 
 






2.2.3.3 Massenproduktion von Antikörpern 
Die Gewinnung erfolgte im Normalmedium (5% FCS). Die Zellen wurden zuerst von 96-
Loch-Platten auf 24-Loch-Platten überführt; dann schrittweise in immer größeren 
Kulturflaschen hochgezüchtet und in großen Kulturflaschen expandiert. Das Medium enthielt 
Phenolrot als Indikator für den pH-Wert. Deswegen schlug die Farbe der Flüssigkeit von Rot 
(alkalisch) nach Gelb (sauer) um, wenn das Medium verstoffwechselt war. Die 
Zellkulturüberstande, die die monoklonalen Antikörper enthielten, wurden durch 




Die Astrozytenzelllinie U373 stellt eine adhärente Zelllinie dar. Die Zellen haften fest an der 
Unterlage der Kulturgefäße. Die Kultivierung erfolgte im Normalmedium. Die Gewinnung 






Prinzip: Die B-Zellen aus der Milz einer vorher immunisierten Ratte werden mit einer 
Myelomzellline unter Verwendung von Polyethylenglycol fusioniert und auf 96-Loch-
Gewebekulturplatten mit HAT-Medium verteilt (Köhler und Milstein, 1975). 
Um die Hybridome leicht selektieren zu können, wurde eine Myelomzelllinie verwendet, der 
das Enzym Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HGPRT) fehlt und daher 
Purinbasen nicht wiederverwerten kann. B-Zellen aus der Milz dagegen können dies (salvage 
pathway). Nach erfolgter Fusion wurde die Primärkultur mit einem Medium behandelt, das 
den Folsäure-Antagonisten Aminopterin enthielt. Aminopterin blockiert die De-novo-Purin- 
und Pyrimidinsynthese. Damit werden beide Stoffwechselwege der Purinsynthese in den 
Myelomzellen blockiert und sie sterben ab. Da in den Hybridomzellen der Enzymdefekt 
durch HGPRT aus den B-Zellen kompensiert wird, können Hybridomzellen mit dem HAT-
Medium, welches neben Aminopterin Hypoxanthin und Thymidin enthält (HAT-Medium), 




Die Ratte wurde mit Hilfe von CO2 getötet. Die folgenden Arbeitsschritte wurden alle unter 
sterilen Bedingungen durchgeführt. Es wurden ein Stahlhandsieb und eine Petrischale mit 10 
ml Basismedium benötigt. Die Milz wurde entnommen und in zwei Stücke geteilt. Das 
Gewebe wurde auf das Sieb gelegt und mit Hilfe eines Stempels aus einer Plastikspritze in die 
Petrischale mit Basismedium gepresst. Nach Entfernen von gröberen Gewebsstücken wurden 
die Zellen auf 100x106 pro ml eingestellt. Zu den 50x106 pro ml Myelomzellen wurden die 
Milzzellen zugegeben und auf 50 ml mit Basismedium aufgefüllt. Die Zellen wurden bei 
600xg 7 min. lang zentrifugiert. Der Überstand wurde vollständig abgenommen. 
Anschließend wurde 1 ml Polyethylenglykol (PEG) zugegeben. Das Zellsediment wurde 










in der ersten Minute alle 20 sec. 100 µl,  
in der zweiten Minute alle 15 sec. 100 µl, 
in der dritten Minute alle 10 sec. 100 µl, 
Dann wurde das Zentrifugenröhrchen mit HAT-Medium auf ein Volumen von 50 ml 
aufgefüllt. 25 ml davon wurden mit HAT-Medium auf 125 ml verdünnt und damit sechs 96-
Loch-Gewebekulturplatten mit jeweils 200 µl pro Loch beschickt. Die Platten wurden im 
Brutschrank bei 37°C, 95% Luftfeuchte und 5% CO2-Gehalt inkubiert. Die verbliebenen 25 
ml Zellsuspension wurden im Zentrifugenröhrchen im Brutschrank bis zum nächsten Tag 
inkubiert. Dann wurden die Zellen abzentrifugiert (200xg, 5 min.), das Zellsediment in 1 ml 
Einfriermedium resuspendiert und in Kryoröhrchen überführt. Die Zellen können so in 
flüssigem Stickstoff gelagert werden und bei Bedarf wieder in Kultur genommen werden. 
 
 
2.2.4.2 Selektion der Klone für das Primärscreening 
Im Primärscreening mittels Immunhistologie wurden nur Klone, die Antikörper einer IgG-
Subklasse synthetisierten, getestet. Eine Woche nach der Fusion wurden die Platten unter dem 
Mikroskop betrachtet. Kavitäten mit einem Klon wurden markiert. Danach wurde ein 
Mediumwechsel vorgenommen. Das vorhandene Medium wurde vollständig abgesaugt und 
durch jeweils 200 µl pro Loch frisches HAT-Medium ersetzt. 
Da IgM-Antikörper häufig unspezifisch binden und schwer zu reinigen sind, wurden für das 
Primärscreening nur die Antikörper der IgG-Subklassen (IgG1, IgG2a, IgG2b und IgG2c) 
vorgesehen. Dazu wurden die Überstände mit Hilfe eines ELISA getestet. Die primären 
Überstände wurden auf Produktion von Antikörper der IgG- oder IgM-Klasse getestet. 
 
 
2.2.4.3 Primärscreening der Fusion 
Die zuvor ausgewählten Überstände (Klone, die Antikörper der IgG-Klasse produzierten) 
wurden in der Immunhistochemie getestet. Es wurde nach Antikörpern gesucht, die auf 
Gewebe des Zebrafischgehirns banden. Antikörper, die in der Immunhistochemie positiv 
waren (braune Färbung des Carbazols im histologischen Schnitt), wurden weiter 
charakterisiert, und die Hybridomzellen wurden eingefroren. Zur weiteren Charakterisierung 




Ziel: Stabilisieren der Antikörperproduktion von Hybridomen.  
Da die Hybridomzellen keinen stabilen Chromosomensatz besitzen, können einzelne 
Chromosomen im Laufe der Teilungen aus der Zelle ausgestoßen werden. Falls sich das Gen, 
das für die Produktion des spezifischen Antikörpers zuständig ist, auf dem ausgestoßenen 
Chromosom befindet, erlischt die Antikörperproduktion. Für ZEGE-Antikörper galt: es wurde 
so lange rekloniert, bis jeder Subklon im subklassenspezifischen ELISA-Test die gleiche 
Subklasse hatte und 4 Parallelklone identische Bilder in der Histologie aufwiesen. Für 
Antikörper, die gegen das Parkinprotein gerichtet waren, galt: es wurde so lange rekloniert, 
bis jeder Subklon auf dem Antigen in einem ELISA-Test positiv ist. Für die Reklonierung 
wurden die Zellen auf 1 Zelle/200 µl mit HAT-Medium eingestellt. Eine 96-Loch-Platte 
wurde mit 200 µl pro Loch befüllt. Aus allen Reklonierungsschritten wurden zur Sicherung 
vier Hybridome aus verschiedenen Näpfen eingefroren. 
 






2.2.4.5 Auftauen der Zellen 
Ein Kryoröhrchen wurde aus dem Stickstoffbehälter entnommen und in einem Wasserbad bei 
37°C unter leichtem Schwenken aufgewärmt. Dort wurde es solange geschwenkt, bis sich nur 
noch ein etwa linsengroßer Eiskristall in der Suspension befand. Der Inhalt des 
Kryoröhrchens wurde dann in ein Zentrifugenröhrchen gegeben, auf ein Volumen von 12 ml 
mit HAT-Medium langsam aufgefüllt und anschließend bei 200xg für 7 min. zentrifugiert. 
Dann wurde der Überstand vollständig entfernt und das Zellsediment mit Hilfe einer 
Pasteurpipette vorsichtig in HAT-Medium aufgenommen. Die Zellen wurden auf eine 24-
Loch-Gewebekulturplatte transferiert und von dort aus zur Gewinnung von Kulturüberstand 
expandiert unter Verringerung der Serumkonzentration durch Zugabe von Normalmedium. 
Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C, 95% Luftfeuchte und 5% CO2-Gehalt inkubiert.  
 
 
2.2.4.6 Kryokonservierung der Hybridome 
Ziel: Um Verluste von Klonen zu vermeiden und die Antikörperproduktion zu sichern, 
werden die Zelllinien eingefroren. Das Einfrieren von Zellen findet in verschiedenen Stadien 
statt: Während der Etablierungphase zur Sicherung, damit im Falle des Verlustes eines 
antikörperproduzierenden Klons auf die Reserve zurückgegriffen werden kann. Von den 
etablierten Klonen wird eine Masterbank angelegt. Zellen lassen sich im flüssigen Stickstoff 
(-196°C) praktisch unbeschränkt halten. Um Schäden zu vermeiden, friert man die Zellen in 
Gegenwart eines Frostschutzmittels (Dimethylsulfoxyd, DMSO 10%, in fötalem 
Kälberserum) ein.  
 
 
Durchführung: Die einzufrierenden Zellen befanden sich in einer exponenziellen 
Wachstumsphase. Vor dem Einfriervorgang wurden die Zellen auf Vitalität im 
Phasenkontrastmikroskop überprüft. Die Zellen wurden mit einer sterilen Pasteurpipette aus 
dem Napf einer 24-Loch-Platte genommen und in ein steriles 15 ml Zentrifugenröhrchen 
überführt. Die Zellen wurden bei 200xg und Raumtemperatur für 10 min. abzentrifugiert. Der 
Überstand wurde abgenommen. Dann wurden die Zellen mit einer sterilen Pasteurpipette in 1 
ml Einfriermedium resuspendiert und in ein Einfrierröhrchen überführt. Die Einfrierröhrchen 
wurden langsam auf –80°C heruntergekühlt. Die Langzeitlagerung erfolgte im flüssigen 
Stickstoff bei –196°C. 
 
 
2.2.5 ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) 
 
 
Prinzip: Es wird mittels einer Antigen-Antikörper-Reaktion an einer Festphase der qualitative 
oder quantitative Nachweis einer Substanz geführt. Das Ausmaß der immunologischen 
Reaktion wird durch den Substratumsatz eines Markerenzyms angezeigt (Engvall und 
Perlmann, 1971, 1972). Es kommt zur Bildung von gefärbten Produkten, die durch 












Durchführung: Am Vortag der Durchführung eines ELISAs wurde eine 96-Loch-ELISA-
Mikrotiterplatte mit einem Protein (z.B. Maus-anti-Ratte-kappa-Antikörper) beschichtet und 
über Nacht bei 4°C inkubiert. Dafür wurde das Protein auf 5 µg/ml in Carbonatpuffer (pH 9,5, 
0,1 M) eingestellt und die ELISA-Platte mit 100 µl pro Loch beschichtet. Die 
Nachbeschichtung erfolgte am folgenden Tag. Es wurde einmal mit PBS gewaschen und mit 
1% Milchpulver in PBS für eine Stunde bei Raumtemperatur blockiert. Die Nachbeschichtung 
dient zur Absättigung von unbeschichteten Flächen in den Näpfen, um spätere, unerwünschte 
Adsorptionen aus dem Überstand zu vermeiden. Die Milchpulverlösung wurde abgeklopft. 
Ein Antikörper (z.B. Ratten-Antikörper) wurde aufgetragen. Alle Inkubationsschritte fanden 
bei Raumtemperatur auf dem Schüttler statt. Die Platte wurde 30 min. inkubiert. Danach 
wurde einmal mit PBS gewaschen und ein Nachweisantikörper in einer getesteten 
Verdünnung (z.B. 1:1000) in Verdünnungslösung aufgetragen. Dieser Antikörper war ein 
biotinylierter mono- oder polyklonaler anti-Ratten-Antikörper. Die Platte wurde 30 min. 
inkubiert und einmal mit PBS gewaschen. Dann wurde Avidin-Peroxidase, in einer 
Verdünnung von 1:2000, aufgetragen. Die Platte wurde 30 min. inkubiert und danach fünfmal 
mit PBS gewaschen. In der Zwischenzeit wurde eine Reaktionslösung für die Peroxidase 
vorbereitet. Es wurden 10 mg Orthophenylendiamin in 10 ml Substratpuffer gelöst und 3,3 µl 
H2O2 als Peroxidasesubstrat zugegeben. Die Platte wurde nach dem letzten Waschvorgang 
trocken geklopft und mit 100 µl OPD-Lösung/Loch befüllt. O-Phenylendiamin (OPD) wird 
zu einem farbigen Oxidationsprodukt umgesetzt. Nach 5-10 Minuten konnte die Extinkion im 
ELISA-Photometer bei 405 nm gemessen werden. 
 
 
2.2.5.1 Titrierung von Antikörpern 
Die Mikrotiterplatte wurde am Vortag mit anti-κ- und anti-λ-Antikörper (3 µg/ml) 
beschichtet. Der zu testende Antikörper wurde in einer linearen Verdünnungsreihe (1:10) 




2.2.5.2 Austestung von Antikörpern nach Biotinylierung 
Die Mikrotiterplatte wurde am Vortag mit anti-κ- und anti-λ-Antikörper (3 µg/ml) 
beschichtet. Z.B. wurde für die Austestung von anti-Ratte-IgG1-biotinyliert eine Reihe der 
Platte mit einem mAk der Subklasse IgG1 beschickt, eine weitere Reihe mit einem mAk einer 
irrelevanten Subklasse. Der zu testende Antikörper wurde in einer linearen Verdünnungsreihe 
(ab 1:100) aufgetragen und mit Avidin-Peroxidase detektiert. In weiteren Versuchen wurde 
die Verdünnung von anti-Ratte-IgG1-biotinyliert so gewählt, dass keine unspezifische 
Bindung nachweisbar war und ein deutliches, spezifisches Signal erkennbar war. 
 
 
2.2.5.3 Austestung der primären Überstände auf IgG und IgM 
Die Mikrotiterplatte wurde am Vortag mit anti-κ- und anti-λ-Antikörper (3 µg/ml) 
beschichtet. Die zu testende Kulturüberstände wurden auf zwei Platten aufgetragen. Für eine 
Platte wurde als sekundärer Antikörper ein monoklonaler biotinylierter Maus-anti-Ratte-IgM-
Antikörper verwendet, für die andere Platte ein Gemisch aus monoklonalen biotinylierten 
Maus-anti-Ratte-Antikörpern gegen IgG-Subklassen (Maus-anti-Ratte-IgG-Mix).  
 
 






Nur Antikörper, die eine IgG-Subklasse zeigen, wurden in der Histologie getestet. Wenn 
diese Antikörper in der Histologie positiv waren, wurden die entsprechenden Hybridome 




Die Überstände von den Zelllinien, die in der Histologie positiv waren, wurden auf IgG-
Subklassen getestet. Die Mikrotiterplatte wurde am Vortag mit polyklonalen Maus-anti-Ratte-
IgG-Antikörpern (3 µg/ml) beschichtet. 100 µl jedes Überstands wurden in einer Reihe 8 mal 
aufgetragen. Als Nachweisantikörper wurden jeweils in einen Napf anti-IgG1, anti-IgG2a, 
anti-IgG2b, anti-IgG2c, anti-IgM, anti-kappa, anti-lambda oder anti-IgG gegeben. Jeder 
Klassen-/Subklassendetektionsantikörper lag als biotinylierter monoklonaler anti-Ratten-
Antikörper vor und wurde in einer Verdünnung von 1:1000 eingesetzt. Gebundene 
biotinylerte Antikörper wurden mit Avidin-Peroxidase visualisiert. 
 
 
2.2.5.5 Überprüfung der Biotinylierungseffizienz 
Die Mikrotiterplatte wurde am Vortag mit anti-κ- und anti-λ-Antikörper beschichtet. Es 
wurde eine lineare Verdünnungsreihe (ab 1:100) aus dem zu testenden biotinyliertem 




Die Mikrotiterplatte wurde am Vortag mit Parkin-Protein in einer Verdünnung von 10 µg 
Protein in 1 ml Carbonat-Puffer beschichtet. Es wurden 100 µl Kulturüberstand pro 
Plattenvertiefung aufgetragen. Da das Parkin-Protein in E.coli hergestellt worden ist, diente 
als negative Kontrolle im ELISA-Test ein E.coli-Lysat. Als Nachweissystem wurden 
polyklonale biotinylierte Maus-anti-Ratte-Antikörper und Avidin-Peroxidase verwendet. 
 
 
2.2.6 Immunhistochemie  
 
 
2.2.6.1 Einfrieren von Hirngewebe und Zellkulturen 
Für das Einfrieren von Hirngewebe wurden möglichst bald nach der Entnahme des Gehirns  
5-6mm dicke Blöcke mit Hilfe eines Skalpells herausgeschnitten und vorsichtig auf ein 
Kartonstück (mit einer dazu gehörenden Nummer versehen) gelegt. Eine Kartonecke wurde 
mit einer Pinzette geknickt. Auf den Gewebeblock wurde Tissue Tec® gegeben, bis das 
Hirngewebe vollständig vom Tissue Tec® bedeckt war. Die Gewebestücke wurden mit Hilfe 
von gekühltem 2-Methylbutan eingefroren. Dazu wurde ein Plastikbecher mit 2-Methylbutan 
zur Hälfte gefüllt und in einen Styroporbehälter mit flüssigem Stickstoff gestellt. Es musste 
abgewartet werden, bis der Boden des Becherglases durch einen Niederschlag weißlich 
erschien. Dann wurden die vom Tissue Tec® bedeckten Blöcke an der geknickten Kartonecke 
mit Hilfe einer Pinzette gefasst und in 2-Methylbutan getaucht. Nachdem das Tissue Tec® 
eine weiße Farbe angenommen hatte, konnten die Blöcke herausgenommen werden. Dann 
wurden sie in Alufolie gewickelt und in flüssigem Stickstoff gelagert. Für die Herstellung von  
 
 






Gefrierschnitten einer Zellkultur (Astrozytenzelllinie) wurden die Zellen mit einem sterilen 
Schaber von den Wänden der Kulturflasche abgelöst und danach zweimal mit PBS 
gewaschen. Auf ein dafür vorgesehenen Kartonstück wurde Tissue Tec® getropft. Die Zellen 
wurden in Tissue Tec® eingebettet. Danach führte man die gleichen Schritte wie beim 
Einfrieren des Hirngewebes durch. 
 
 
2.2.6.2 Herstellung von Kryostatgewebeschnitten 
Mit Hilfe eines Kryomikrotoms wurden 5 µm dicke Schnitte hergestellt und auf Objektträger 




2.2.6.3 Fixierung von Kryostatgewebeschnitten 
Die Objektträger mit Hirngewebe wurden in Aceton 10 min. fixiert. Die Objektträger mit 
Fischschnitten wurden mit 6% Paraformaldehyd in PBS fixiert. Dazu wurde Paraformaldehyd 
bei 90-95°C unter Rühren in PBS gelöst. Danach wurde die Lösung bis auf Raumtemperatur 
abgekühlt. Die Schnitte wurden für 10 min. in die Lösung gestellt und danach dreimal je 5 
min. mit Tris/NaCl-Waschlösung gespült. 
 
 
2.2.6.4 Anfärbung von Kryostatgewebeschnitten 
Auf die fixierten Gewebeschnitte wurde der primäre Antikörper aufgetragen. Als primäre 
Antikörper wurden nur unverdünnte Kulturüberstände, die Rattenantikörper enthielten, 
verwendet. Die Schnitte mussten vollständig vom primären Antikörper bedeckt sein und eine 
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert werden. Danach wurde die Flüssigkeit in ein 
Becherglas abgekippt und der Objektträger wurde vorsichtig mit Hilfe einer Spritzflasche mit 
Tris/NaCl-Waschlösung gespült. Dann wurde der Objektträger in ein mit Tris/NaCl-
Waschlösung gefülltes Gefäß getaucht und anschließend in eine mit Waschlösung gefüllte 
Küvette gestellt. Die Waschlösung wurde zweimal jeweils nach 5 min. ausgetauscht. 
Danach wurde als sekundärer Antikörper Ziege-anti-Ratte-IgG und -IgM aufgetragen, 
welcher mit Meerretich-Peroxidase markiert war. Der sekundäre AK wurde 1:150 mit 
Tris/BSA verdünnt. Die Gewebeschnitte wurden wieder eine Stunde inkubiert. Danach wurde 
wieder dreimal 5 min. mit Tris/NaCl-Waschlösung gewaschen. Zum Färben wurden die 
Objektträger in eine mit Carbazol-Gebrauchslösung gefüllte Küvette gestellt und 25 min. bei 
Raumtemperatur auf dem Schüttler inkubiert. Als Substrat der Peroxidase wurde H2O2 
benutzt. Das Reaktionsprodukt bildete mit Carbazol einen unlöslichen Farbkomplex, der die 
Antikörperbindung auf dem Gewebeschnitt markiert. Die Objektträger wurden nach 25 min. 
aus der Carbazollösung herausgenommen und in eine Küvette mit Leitungswasser gestellt. 
Dann wurde das Wasser ausgetauscht. Die Objektträger wurden für 30 sec. in die 
Hämatoxylinlösung getaucht. Nach dem Färben mit Hämatoxylin wurde so oft mit 
Leitungswasser gewaschen bis keine blaue Farbe von den Objektträgern mehr abging. Dann 















Prinzip: Die Immunpräzipitation von Proteinen erlaubt die Isolierung/Aufreinigung einzelner 
Proteine oder Proteinkomplexen aus Gesamtzelllysaten über an Partikel gebundene 
Antikörper. 
Hierzu wurde zunächst das Gewebe mittels eines Siebs zerkleinert und anschließend in einen 
Lysepuffer gegeben. Im Lysepuffer sind Detergenzien enthalten, die die Zellmembranen 
aufbrechen und damit intrazelluläre Proteine freisetzen. Membranproteine werden ebenfalls in 
Lösung gebracht, indem Protein-Detergenz-Komplexe entstehen. Detergenzien können 
geladen (ionisch, z.B. Natriumdodecylsulfat (SDS)) oder ungeladen (nicht ionisch, z.B. Triton 
X100) sein. SDS denaturiert Proteine, während nicht ionische Detergenzien Proteine meist in 
ihrem nativen Zustand belassen. Nach Lyse der Zellen wurden die nicht gelösten Bestandteile 
durch Zentrifugation abgetrennt. Es erfolgte die Zugabe des Antikörpers, der an ein 
Trägermaterial (z.B. Agarose) gebunden war. Gebundene Antigen-Antikörper-Komplexe 
wurden durch Zentrifugation und durch Waschschritte mit salinen Lösungen vom 
Gesamtlysat getrennt. Die Elution des Antigen-Antikörper-Komplexes erfolgte unter 
geeigneten Bedingungen.  
Die Bedingungen für die Immunpräzipitation müssen für jede Antigen-Antikörper-Reaktion 
neu definiert werden. 
 
 
2.2.7.1 Herstellung des Antigensolubilisats 
In eine Schale wurden 5 ml Lysepuffer (RIPA-Puffer) gegeben. Drei Mäuse wurden mit Hilfe 
von CO2 getötet und Gehirne wurden entnommen. Die Gehirne wurden durch ein 
feinmaschiges Handsieb im Lysepuffer passiert und anschließend 10 min. sonifiziert. Dann 
wurde das Lysat eine Stunde auf Eis geschüttelt. Die dann noch nicht gelösten Bestandteile 
wurden hochtourig (20000g) bei 5°C 10 min. lang abzentrifugiert. Der Überstand wurde 
abgenommen  und  das  Sediment  wurde  verworfen.  Die  Proben  wurden  aliquotiert  und 
bei  –80°C gelagert. 
 
 
2.2.7.2 Immunpräzipitation mit biotinylierten Antikörpern 
100 µl Streptavidin-Agarose-Partikel wurden mit PBS gewaschen und mit 50 µg 
biotinyliertem Antikörper bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einer Stunde wurden nicht 
gebundene Antikörper durch Abzentrifugieren und Waschen der Streptavidin-Agarose mit 
PBS entfernt. Zu dem Sediment wurde Lysat gegeben, das zuvor 1:10 mit PBS verdünnt 
worden war, um die Konzentration an Detergenzien zu vermindern. Die Mischung aus 
Antigen im Lysat und Streptavidin-Agarose-gebundenem Antikörper wurde zwei Stunden bei 
4°C unter Rotation inkubiert.  
Zur Abtrennung von Streptavidin-Agarose mit gebundenen Antigen-Antikörper-Komplexen 
vom übrigen Lysat wurden Säule mit Fritten benutzt. Die Agarose verblieb in der Säule, die 
Flüssigkeit floss durch. Es wurde 5-mal mit jeweils 3 ml PBS gewaschen. Die Gewinnung des 
Antigens erfolgte unter sauren oder alkalischen Bedingungen. Für die Elution im sauren 
Bereich wurden 100 µl Citratpuffer (0,1 M, pH 2,7), für die Elution im alkalischen Bereich  
wurden 100 µl Carbonat-Puffer (0,1 M, pH 9,5) verwendet. Anschließend wurden die Eluate 
mittels SDS-Elektrophorese und Westernblot getestet. 
 






2.2.7.3 Immunpräzipitation unter Verwendung von Protein G 
100 µl Protein G-Agarose wurden mit PBS gewaschen und mit ca. 100 µg Antikörper aus 
Kulturüberstand bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einer Stunde wurden nicht gebundene 
Antikörper durch Abzentrifugieren und Waschen der Protein G-Agarose mit PBS entfernt. Zu 
dem Sediment wurde Lysat gegeben, das mit Protein G vorbehandelt wurde, um murine 
Immunglobuline und die an Agarose unspezifisch bindenden Proteine zu entfernen. Die 
Mischung aus Antigen im Lysat und an Protein G-Agarose gebundenem Antikörper wurde 
zwei Stunden bei 4°C unter Rotation inkubiert. Zur Abtrennung von Protein G-Agarose mit 
gebundenen Antigen-Antikörper-Komplexen vom übrigen Lysat wurden ebenfalls kleine 
Säulen mit Fritten benutzt. Es wurde zunächst 5-mal mit jeweils 3 ml PBS gewaschen. Die 
Gewinnung der Antigene erfolgte schrittweise. Zunächst wurden zweimal 100 µl 1% NP40 
auf die Säule gegeben. Das Eluat wurde in einem Reaktionsgefäß gesammelt. Dann wurden 
zweimal 100 µl RIPA-Puffer aufgetragen. Auch dieses Eluat wurde in einem Reaktiongefäß 
gesammelt. Als letztes Elutionsmittel wurde Citratpuffer (0,1 M, pH 2,7) zweimal 
aufgetragen. Unter diesem Puffer war sichergestellt, dass auch das gesamte Antigen eluiert 
wurde, da unter diesen Bedingungen der Antiköper von Protein G getrennt wird. Alle Eluate 
wurden aliquotiert, um analytische und präparative Gele durchführen zu können 
 
 
2.2.8 Markierung von Antikörpern mit Biotin 
 
 
Prinzip: Biotin (Vitamin H) ist eine gut wasserlösliche Verbindung, die mit einer der höchsten 
in der Natur bekannten Affinitäten (kd =10
-15 M) nicht-kovalent an Avidin, ein Glykoprotein 
aus dem Hühnereiweiß, und an Streptavidin, ein nicht-glykosyliertes Protein aus 
Streptokokken, bindet (Updyke et al., 1986). Durch eine einfache und schnelle Markierung 
mit Biotinmolekülen wird der Einsatz von Antikörpern in vielen Tests effizienter. So kommt 
es zu einem verstärkten Signal im ELISA und zu einer Bindung von Antigen-
Antikörperkomplexen an Avidin-Agarose in der Immunpräzipitation. 
 
 
Durchführung: Der zu biotinylierende Antikörper wurde in einer Konzentration von 2 mg/ml 
in Natriumcarbonat-Puffer (0,1 M, pH 9,5) gelöst. Das Biotin-Reagenz wurde mit DMF gelöst 
(5 mg ad 1 ml DMF). Zu 1 ml Antikörperlösung wurden 50 µl gelöstes Biotin gegeben und 
zwei Stunden bei Raumtemperatur unter ständigem Schütteln inkubiert. Dann wurde die 
Lösung gegen PBS dialysiert. Anschließend erfolgte die Stabilisierung der Antikörper mit 
einer Lösung aus BSA (Endkonzentration 1%). Natriumazid (Endkonzentration 0,1%) wurde 
als bakterizide Substanz zugegeben. 
 
 
2.2.9 Reinigung von Antikörpern (Affinitätschromatographie mit Protein G) 
 
 
Ziel: Antikörpervorbereitung zur weiteren Modifizierung 
 
Prinzip: Das aus Bakterien stammende Protein G oder Protein A (Bjorck und Kronvall, 1984)  
 
 






wird an Agarose gekoppelt, welches in Form kleiner Kügelchen in eine Säule gefüllt wird. 
Protein G oder Protein A bindet spezifisch und mit hoher Affinität an den Fc-Teil von 
Antikörpermolekülen. Lässt man Kulturüberstand über diese Säule laufen, werden 
Immunglobuline gebunden. Diese können anschließend mittels eines sauren Puffers eluiert 
werden. Während Protein A nur einen Teil aller IgG-Isotypen bindet, ist Protein G 
universeller einsetzbar, da es ein breiteres Bindungsspektrum für Immunglobuline hat 
(Akerstrom et al., 1985). 
 
Durchführung: Die Kulturüberstände wurden mittels eines Filters steril filtriert, um Partikel 
größer als 0,22 µm zu entfernen. Die Säule wurde vor Gebrauch mit PBS gespült. Der 
filtrierte Kulturüberstand wurde mit einer Geschwindigkeit von 3 ml/min. mittels einer 
Schlauchpumpe auf die Säule, die mit Protein G „Sepharose4 Fast Flow“ gefüllt war, 
aufgetragen. Danach wurde die Säule extensiv mit PBS gewaschen, um ungebundene Proteine 
zu entfernen. Anschließend wurden die Antikörper mit Citrat-Puffer (pH 2,7) eluiert und 
sofort gegen PBS dialysiert. 
Die Antikörperfraktion wurde mit einem UV-Monitor detektiert, mit dessen Hilfe die 
Extinktion bei 280 nm gemessen wird. Die Säule wurde anschließend mit PBS gespült und 







Die Konzentrationsbestimmung der Proteine wurde mit Hilfe eines UV-Spektrometers 
vorgenommen. Dafür wurden die Extinktionen bei 280 nm und 235 nm gemessen. 
Voraussetzung für die Anwendbarkeit dieser Methode sind klare Lösungen, da Trübungen in 
dem verwendeten Wellenlängenbereich zu fehlerbehafteten Extinktionswerten führen können. 
Die Methode basiert auf der Extinktion der Aminosäuren Tyrosin und Tryptophan bei 280 
nm.  
 
Die Konzentrationsberechnung erfolgte nach folgender Formel (Whitaker et al., 1980): 
 
Antikörper (mg/ml) = E235 - E280 : 2,51xVerdünnungsfaktor 
 
 
2.2.11 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) 
 
 
Prinzip: Mit Hilfe der SDS-PAGE werden die Proteine entsprechend ihrem Molekulargewicht 
aufgetrennt. SDS ist ein anionisches Detergenz und überdeckt die Eigenladung von Proteinen 
so effektiv, dass Mizellen mit konstanter negativer Ladung pro Masseneinheit entstehen (1,4 g 
SDS pro 1 g Protein). Dadurch wird gewährleistet, dass nur die Größe (molare Masse) des 











Durchführung: Zum Test kamen Gewebelysate oder Eluate, die durch Immunpräzipitation 
gewonnen wurden. Gele, Lösungen und Kammern wurden über Invitrogen bezogen und nach 
Vorschrift des Herstellers eingesetzt.  
 
Die Proben wurden wie folgt vorbereitet: 
 
Probe      x µl 
NuPAGE® LDS Probenpuffer (4x)  5 µl 
NuPAGE® Reduktionsmittel (10x)  2 µl 
Wasser     ad      20 µl 
 
Die Proben wurden 10 min. bei 70°C im Wasserbad erhitzt und anschließend 10 min. auf Eis 
abgekühlt. Die Proben wurden in einem NuPAGE® Bis-Tris Gel mit 10 Taschen aufgetrennt. 
In eine Tasche wurde der Molekulargewichtsmarker (7 µl) aufgetragen, die 9 anderen 
Taschen wurden mit Proben gefüllt (20 µl). Als Laufpuffer wurde NuPage®-MOPS-LDS-
Puffer verwendet. An die Elektrophoresekammer wurde eine Spannung von 200 V angelegt. 
Die Laufzeit betrug durchschnittlich 50 min. 
Die aufgetrennten Proteine konnten anschließend durch eine Silberfärbung sichtbar gemacht 






Prinzip: Beim Westernblot werden in der SDS-PAGE aufgetrennte Proteingemische aus der 
Polyacrylamidmatrix über ein senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches Feld eluiert und auf 
eine Membran (Nitrocellulosemembran) transferiert. Dabei bleibt das Muster der 
elektrophoretischen Auftrennung erhalten. Nach dem elektrophoretischen Transfer von 
Protein auf Nitrocellulose müssen zunächst die freien Bindungsstellen der Membran blockiert 
werden. Da Antikörper Proteine sind, würden sie sich sonst an jeder freien Bindungsstelle der 
Membran anheften und einen spezifischen Nachweis von Antigenen unmöglich machen. Um 
die spezifische Antikörper-Antigen-Bindung nachzuweisen, muss der Antikörper mit einem 






2.2.12.1 Analytische Darstellung von Proteinen  
Nach Auftrennung der Proteinproben im SDS-PAGE wurde das Gel aus der Kammer 
entnommen und in eine Transferkassette überführt. Der Proteintransfer erfolgte im vertikalen 
"SemiDry"-Verfahren auf Nitrocellulosemembranen für 60 min. bei 30 V und einer 






Anfangsstromstärke von 170 mA (Endstromstärke 110 mA) im NuPAGE-Transfer-Buffer. 
Nach Ablauf des Transfers wurde die Membran 30 min. in 1% Milchpulver/PBS gelegt zur 
Absättigung der noch freien Bindungsstellen und anschließend mit einem Skalpell in vertikale 
Streifen geschnitten. Die Inkubation mit den primären Antikörpern (Kulturüberstand, 
unverdünnt) erfolgte 60 min. bei Raumtemperatur. Nicht gebundener Antikörper wurde durch 
dreimaliges Waschen mit 1% Milchpulver/PBS, versetzt mit 0,3% Tween 20®, entfernt. Als 
Sekundärantikörper wurde ein mit Alkalischer Phosphatase konjugierter Ziege-Anti-Ratte-
Antikörper (IgG+IgM, H+L) verwendet. Dieser Antikörper wurde in einer Verdünnung von 
1:1000 in 1% Milchpulver/PBS eingesetzt. Es folgte eine einstündige Inkubation. Nicht 
gebundene Antikörper wurden durch dreimaliges Waschen mit 1% Milchpulver/PBS, versetzt 
mit 0,3% Tween 20®, entfernt. Der letzte Waschschritt vor Substratzugabe erfolgte in AP-
Puffer. Die Entwicklung der Membran wurde mit einem Substrat für die Alkalische 
Phosphatase (NBT/BCIP) durchgeführt. Nach ca. 5 bis 20 min. erschienen auf dem Blot 
blauviolett gefärbte Banden, die die durch primäre und sekundäre Antikörper detektierten 
Proteine repräsentieren. Nachdem die Banden gut zu sehen waren, wurde die 




2.2.12.2 Präparative Darstellung von Proteinen 
Die präparative Darstellung von Proteinen führte Herr Erik Blazek (GSF, Institut für 






Für die Silberfärbung der NuPAGE-Gele wurde der „SilverQuest Silver Staining“-Kit von 
Invitrogen® verwendet.  
Die Fixierung der Gele erfolgte 20 min. in einem Gemisch aus 40% Ethanol, 10% Essigsäure 
und 50% Wasser (aqua bidest.). Danach wurde mit 30% Ethanol gewaschen. Die weiteren 
Schritte erfolgten nach Vorschrift der Herstellers mittels einer Sensibilisierungslösung, einer 







Aus Gewebe oder Zellkulturzellen wird in einem ersten Schritt die RNA gewonnen und 
mittels reverser Transkription in cDNA umgeschrieben. Die cDNA wird in einen Phagen 
eingebracht, der Bakterien, meist E.coli, infizieren kann. Die Bakterien produzieren das durch 
die cDNA kodierte Protein. 
 
Die Genexpressionsbank aus 3 Tage alten Zebrafischlarven wurde für unsere Arbeitsgruppe 
von der Firma CLONTECH® hergestellt. 
 
 






2.2.14.1 Vorbereitung von Medien und Platten für bakterielle Kulturen 
Für die Zubereitung von LB-Medium wurden 20 g LB Broth Base in 1 l destilliertem Wasser 
gelöst. Diese Lösung wurde als Grundlage für  das LB/MgSO4-Medium und das 
LB/MgSO4/Maltose-Medium gebraucht. Nach dem Zusatz von MgSO4 wurde die Lösung 
autoklaviert. Maltose wurde zu dem sterilisierten LB/MgSO4-Medium erst nach dem 
Abkühlen auf 50°C zugegeben. 
Für die Vorbereitung von Agarplatten wurden 20 g LB-Pulver und 15 g Agar (für die 
Zubereitung von LB/MgSO4-Agarplatten auch 10 ml 1 M MgSO4) in 1 l destilliertem Wasser 
gelöst und autoklaviert. Zu der auf 50°C abgekühlten Lösung wurden Antibiotika bis zum 
Erreichen der jeweiligen Konzentrationen zugesetzt. Die Platten wurden unter der 
Sicherheitswerkbank gegossen und abgedeckt. Nachdem der Agar fest geworden war, wurden 
die Platten in der Sterilbank geöffnet, und es wurde gewartet, bis das kondensierte Wasser auf 
den Deckeln verdampft war. Die Platten wurden in Parafilm® gewickelt und im Kühlschrank 
mit dem Deckel nach unten aufbewahrt (bei 4°C). 
Für die Zubereitung von LB/MgSO4-Agarose wurden zu 1 l LB-Medium 10 ml 1 M MgSO4 
und 7,2 g Agarose zugesetzt. Die Lösung wurde autoklaviert und bei 4°C gelagert. Vor der 
Verwendung wurde die Lösung in der Mikrowelle aufgewärmt. 
 
 
2.2.14.2 Bakterienkulturen  
Die E. coli-Subtypen XL1-Blue und BM25.8 lagen als Vorrat in LB-Medium mit 25% 
Glyzerol. So konnten sie ein Jahr lang bei –70°C gelagert werden. 
 
Für die Primärplatten wurde eine kleine Portion (≈5 µl) aus dem gefrorenen Vorrat 
entnommen und auf LB-Agar-Platten mit Antibiotikum und ohne MgSO4 ausplattiert. 
Für XL1-Blue wurden LB/tet-Platten benutzt, für BM25.8 werden LB/kan/cam-Platten 
benutzt. Die Platten wurden über Nacht bebrütet: 
 XL1-Blue bei 37°C 
 BM25.8 bei 31°C 
Die Platten wurden in Parafilm® eingewickelt und konnten im Kühlschrank bei 4°C bis zu 2 
Wochen gelagert werden.  
 
Für die Arbeitsplatten wurde eine isolierte Kolonie von einer Primärplatte genommen und auf 
eine LB/MgSO4-Platte mit Antibiotikum ausplattiert. Die Platten wurden über Nacht bebrütet: 
 XL1-Blue bei 37°C 
 BM25.8 bei 31°C 
Die Platten wurden in Parafilm® eingewickelt und konnten ebenfalls im Kühlschrank bei 4°C 
bis zu 2 Wochen gelagert werden. Diese Platten dienten als Quelle für frische Kolonien für 
die Beimpfung der löslichen Kulturen und für die Vorbereitung der nächsten Arbeitsplatten. 
 
 
2.2.14.3 Anlegen der primären Screeningsplatten 
Von einer Arbeitsplatte mit XL1-Blue-Kolonien wurde eine isolierte Kolonie genommen und 
zum Beimpfen von 15 ml LB/MgSO4/Maltose-Medium in einem 20 ml-Gefäß benutzt. Das 
Medium wurde bei 37°C unter Schütteln (140 rpm) über Nacht inkubiert. Dann wurde die 
Kultur abzentrifugiert, der Überstand verworfen und die Bakterien in 7,5 ml 10 mM MgSO4 
resuspendiert.  
 






Von CLONTECH® wurden 5 ml (1010Phagen/ml) Genbank-Phagen bezogen. Die Genbank 
wurde mit 1x Lambda-Verdünnungspuffer 1:10000 verdünnt.  
 
 
Tabelle 1: Komponenten und ihre Mengen für die Herstellung von Screeningsplatten. 
 
Komponenten Für eine 100-mm-Platte Für eine 150-mm-Platte 
Bakterienkultur 200 µl 500 µl 
Phagen (verdünnt) 5 µl 5 µl 
Geschmolzene LB/MgSO4 
Agarose 





Bakterien und Phagen wurden in einem Eppendorfgefäß gemischt und bei 37°C 15 min. 
inkubiert. Geschmolzene LB/MgSO4-Agarose wurde in einem Wasserbad bei 58°C warm 
gehalten (höhere Temperaturen töten Bakterien ab). Die Platten mit LB/MgSO4 wurden auf 
37°C aufgewärmt (die Oberfläche des Agars muss trocken sein). Die Phagen-Bakterien-
Mischung wurde zu der LB/MgSO4-Agarose zugegeben, mit Hilfe eines MS2-Minischüttlers 
IKA® gemischt und schnell auf die entsprechend gekennzeichnete Platte gegossen und 
gleichmäßig auf der Agaroberfläche verteilt. Die Platten wurden 10 min. bei Raumtemperatur 
gehalten, bis der Agar fest wurde. Dann wurden die Platten 3-4 Stunden bei 40-42°C 
inkubiert, anschließend mit dem Deckel nach unten in den Brutschrank gestellt und über 
Nacht bei 37°C bebrütet.  
 
 
2.2.14.4 Ausschluss unspezifisch reagierender Antikörper 
Um unspezifisch reagierende monoklonale Antikörper auszuschließen, wurde ein Phage mit 
der Spezifität humanes β2-Mikroglobulin in Bakterien exprimiert. Alle Antikörper, die auf der 
Proteinexpressionsbank getestet werden sollten, wurden zuerst auf Filtern, die von diesen 
Platten abgezogen wurden, getestet. Antikörper, die positiv reagierten, wurden als 
unspezifisch verworfen. Als Positivkontrolle diente ein polyklonales Kaninchen-anti-human-




2.2.14.5 Übertragung von Plaques auf Nitrozellulose-Filter 
Es wurden 132-mm-Filter für 150-mm-Platten oder 82-mm-Filter für 100-mm-Platten 
benutzt. Die Filter wurden mit einem Kugelschreiber den Platten entsprechend beschriftet und 
mit Strichen am Filterrand markiert. Dann wurden die Filter in IPTG-Lösung für 15-20 min. 
gelegt, anschließend wurden sie getrocknet, bis sie unter einem Lampenlicht nicht mehr 
glänzten. Die Platten wurden aus dem Brutschrank genommen und die Filter wurden so auf 
die Platten gelegt, dass keine Luftblasen zwischen dem Filter und der Agaroberfläche 
entstanden. Dazu wurde der Filter von der Mitte der Platte zu den Rändern hin gelegt, die 
Ränder wurden dann mit der behandschuhten Hand vorsichtig auf das Agar gedrückt. Die 
Orientierungsstriche wurden mit einem Permanentmarker auf den Plattenboden übertragen. 
Die Platten wurden dann zurück in den Brutschrank gestellt und bei 37°C 3-5 Stunden  






inkubiert. Dann wurden die Petrischalen für 10 min. im Brutschrank geöffnet, anschließend 
wurden die Filter mit einer sterilen Pinzette von den Platten abgenommen und in TBST-
Lösung 3-5 mal jeweils 5min. auf einem Schüttler gewaschen.  
Die Filter wurden über Nacht in einer 1% Milchpulverlösung bei 4°C blockiert und vor der 
Inkubation mit dem primären Antikörper mit PBS gewaschen. Die Baktereinkulturen wurden 
in Parafilm® eingewickelt und im Kühlschrank bei 4°C gelagert.  
 
 
2.2.14.6 Inkubation mit primären Antikörpern 
Als primärer Antikörper wurde zuerst eine Mischung aus monoklonalen Antikörpern benutzt. 
Die monoklonalen Antikörper sind zu gleichem Anteil in der Mischung enthalten. Später, 
wenn die Mischlösung ein positives Signal ergab, wurden die Antikörper einzeln getestet, 
dabei wurden sie 1:10 mit Milchpulverlösung verdünnt. Der Filter für die Testung von 10 
verschiedenen Antikörpern wurde in 12 Streifen von 4-6 mm Dicke mit einem sterilen 
Skalpell auf einer Glasscheibe geschnitten. Die Filter wurden mit dem primären Antikörper 1 
Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schüttler inkubiert. Dabei diente als positive Kontrolle 
die Reaktion mit der Antikörpermischung und als negative Kontrolle Milchpulverlösung. Die 
Filter durften nicht austrocknen, da trockene Filter Antikörper unspezifisch binden können. 
Danach wurden die Filter 3-5 mal jeweils 5 min. mit einer 1% Milchpulverlösung + 0.3% 
Tween® gewaschen. Vor dem Inkubieren mit dem sekundären Antikörper wurden die Filter 
mit PBS gespült. 
 
 
2.2.14.7 Inkubation mit sekundären Antikörpern 
Als sekundäre Antikörper wurden Alkalische-Phosphotase-konjugierte Ziege-anti-Ratte- und 
Maus-anti-Ratte-Antikörper benutzt. Die Antikörper wurden mit 1% Milchpulverlösung 
1:1000 verdünnt. Die Filter wurden mit dem sekundären Antikörper 1 Stunde bei 
Raumtemperatur auf dem Schüttler inkubiert. Danach wurden die Filter wieder mit 
Milchpulverlösung + 0,3% Tween® 3-5 mal jeweils 5 min. gewaschen. Vor der Entwicklung 
wurden die Filter mit AP-Puffer gespült.  
 
 
2.2.14.8 Entwicklung der Farbreaktion 
Für die Entwicklungslösung wurden unmittelbar vor der Anwendung 330 µl NBT und 165 µl 
BCIP in 50 ml AP-Puffer gelöst. Die Filter wurden in die Substratlösung so gelegt, dass sie 
vollständig bedeckt waren. Die Entwicklung wurde bei Raumtemperatur auf dem Schüttler 
durchgeführt und dauerte 15-30 min. Dann wurde die Reaktion durch Abschütten der Lösung 
und Waschen mit Wasser gestoppt. Die Filter konnten anschließend getrocknet werden.  
 
 
2.2.14.9 Entnahmen von positiven Kolonien von der Originalplatte 
Die Filter wurden entsprechend der Markierung auf den äußeren Plattenboden aufgebracht, 
die positiven Plaques wurden auf dem Boden der Platte mit einem Permanentmarker markiert 
und mit Hilfe einer abgeschnittenen und sterilisierten Pipettenspitze (1000 µl) vollständig mit 
dem Medium entnommen. Das Mediumstück wurde in ein Reaktionsgefäß mit 
Deckelverriegelung (2,0 ml), das schon 500 µl 1x Lambda-Verdünnungspuffer enthielt, 
gegeben. Dann wurde es mit Hilfe eines MS2 Minischüttlers IKA® gemischt, damit die  






Phagen freigesetzt wurden. Die Gefäße wurden über Nacht im Kühlschrank bei 4°C gehalten, 
der Prozess der Freisetzung wurde dabei fortgesetzt. 
Primäre positive Areale enthalten meistens verschiedene Klone, daher mussten die positiven 
Klone rekloniert und nachgeprüft werden.  
Mit den freigesetzten Phagen wurden erneut E.coli-XL1-Blue-Kulturen beimpft und 
ausplattiert. Die Bindungsfähigkeit der Antikörper wurde geprüft. Von positiven Plaques 




2.2.14.10 Wechsel von Wirtsbakterien mit dem Ziel der Plasmidisolierung 
Von einer Arbeitsplatte mit E.coli BM25.8 wurde eine Kolonie entnommen und zum 
Beimpfen von 10 ml LB-Medium in einem 50ml-Gefäß benutzt. Die Kultur wurde bei 31°C 
unter Schütteln (150 rpm) über Nacht inkubiert. Dann wurden 100 µl 1 M MgCl2-Lösung zu 
der BM25.8-Kultur zugegeben (MgCl2-Konzentration 10 mM). Von einer Platte mit positiven 
Plaques wurde eine gut isolierte Kolonie entnommen und in 350 µl 1x Lambda-
Verdünnungspuffer gegeben. Nach einer Inkubationzeit von 3-4 Stunden bei 37°C unter 
Schütteln (250 rpm) wurden 200 µl BM25.8-Zellkultur mit 150 µl Phagen-Lösung in einem 
Eppendorfgefäß gemischt und für 30min. bei 31°C ohne Schütteln inkubiert. Dann wurden 
400 µl LB- Medium zugegeben und bei 31°C 1 Stunde unter Schütteln (225 rpm) inkubiert. 
Anschließend wurden 10 µl aus der Kultur genommen und mit einem sterilen Glasstäbchen 
auf einer LB/Carbenicillin-Platte ausplattiert, um gut isolierte Kolonien zu bekommen. Diese 
wurde über Nacht bei 37°C inkubiert. Dann wurden einzelne gut isolierte Kolonien 
entnommen und für die Plasmidisolierung oder für die PCR benutzt.  
 
 
2.2.14.11 Bestimmung der Länge der DNA-Abschnitte in den Phagen 
Die Länge von Zebrafisch-DNA-Abschnitten in den positiven Klonen wurde durch DNA-
Isolierung, PCR und Elektrophorese bestimmt. Diese Arbeiten wurden von Frau Dr. Christine 































Für die Gewinnung der ZEGE-Antikörper wurden Ratten mit einem Lysat aus mehreren 
Gehirnen von Zebrabärblingen immunisiert. Im Rahmen dieser Dissertation wurden drei 
Fusionen durchgeführt. Nach der Bestimmung der Immunglobulinklasse/-subklasse wurden 
die Antikörper der IgG-Klasse weiter in der Immunhistologie untersucht. Zebrafische wurden 
als Testsystem eingesetzt. Es wurden nur diejenigen Klone eingefroren, deren Antikörper auf 
den Schnitten des ganzen Zebrafisches das Gehirn markierten. Klone, die komplett den 
ganzen Zebrafisch markierten, wurden als unspezifisch betrachtet und verworfen. Antikörper, 
die selektiv oder besonders stark das Zebrafischgehirn in der Immunhistologie markierten, 
wurden durch Einzelzellverdünnungen rekloniert. Manche Klone verlieren bei den 
Zellteilungen das für die Antikörperproduktion verantwortliche Chromosom und werden 
damit zu Nicht-Produzenten. Nur Klone, die eine stabile Antikörperproduktion zeigten, 
wurden etabliert und in der vorliegenden Arbeit verwendet. Alle im flüssigen Stickstoff 
gelagerten Klone können bei Bedarf aufgetaut und wieder expandiert werden. Die Antikörper 
der etablierten Klone wurden weiter auf eine mögliche Kreuzreaktivität mit den Gehirnen 
anderer Spezies gestestet. Eine Übersicht über die Anzahl der getesteten und etablierten Klone 




Tabelle 2: Übersicht über ZEGE-Fusionen und getestete Klone 
 
 Fusion 1 Fusion 2 Fusion 3 
Getestet auf Immunglobulinklasse  800 800 800 
Anzahl der Klone, die Immunglobuline der IgG-
Klasse produzieren 
72 87 45 
Anzahl der Klone, die Immunglobuline der IgM-
Klasse produzieren 
83 142 84 
Anzahl der in der Immunhistochemie getesteten 
Klone 
72 87 45 
Anzahl der Klone mit einem positiven Signal in 
der Immunhistochemie 
19 9 10 
Anzahl der eingefrorenen Klone 19 9 10 














Eine Übersicht über die Antikörper, die spezifisch am Zebrafischgehirn binden, über die 




Tabelle 3: Übersicht über die Immunoglobulinklassen/-subklassen der beschriebenen ZEGE-
Antikörper und deren Bindung an Gehirne verschiedener Spezies. 
 
Fusion Klon Subklasse 
Bindung nur an 
Zebrafischgehirn 
Bindung an 
Zebrafischgehirn und an 
Gehirne von anderen 
Spezies 
1 ZEGE 1E12 IgG2a ja  
1 ZEGE 1H4 IgG2a ja  
1 ZEGE 2F12 IgG2a ja  
1 ZEGE 3F3 IgG2a ja  
1 ZEGE 4B9 IgG2a  ja 
1 ZEGE 5D6 IgG2a ja  
1 ZEGE 6F1 IgG2a  ja 
1 ZEGE 6G1 IgG2c  ja 
1 ZEGE 7A6 IgG2a  ja 
1 ZEGE 7A8 IgG2a ja  
1 ZEGE 7B11 IgG2a ja  
1 ZEGE 8D12 IgG2a ja  
1 ZEGE 8D5 IgG2a ja  
1 ZEGE 8F8 IgG1  ja 
1 ZEGE 8G1 IgG2a ja  
1 ZEGE 8H10 IgG2a ja  
2 ZEGE 3A12 IgG2a ja  
2 ZEGE3B10 IgG2a ja  
2 ZEGE 3D4 IgG2a ja  
2 ZEGE 3H9 IgG2a  ja 
2 ZEGE 4A3 IgG2c ja  
2 ZEGE 4B7 IgG2b ja  
2 ZEGE 4F9 IgG2a ja  
2 ZEGE 7D7 IgG2a  ja 
3 ZEGE 2A8 IgG2a  ja 
















Eine Übersicht über die Kreuzreaktionen der beschriebenen ZEGE-Antikörper mit Gehirnen 
anderer Spezies gibt die Tabelle 4. 
 
 



















































1 ZEGE 1E12 - - - - - - - -  
1 ZEGE 1H4 - - - - - - - -  
1 ZEGE 2F12 - - - - - - - -  
1 ZEGE 3F3 - - - - - - - -  
1 ZEGE 4B9 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - 
1 ZEGE 5D6 - - - - - - - -  
1 ZEGE 6F1 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - 
1 ZEGE 6G1 + + + + + + + + - 
1 ZEGE 7A6 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - 
1 ZEGE 7A8 - - - - - - - -  
1 ZEGE 7B11 - - - - - - - -  
1 ZEGE 8D12 - - - - - - - -  
1 ZEGE 8D5 - - - - - - - -  
1 ZEGE 8F8 - - + + + + + - + 
1 ZEGE 8G1 - - - - - - - -  
1 ZEGE 8H10 - - - - - - - -  
2 ZEGE 3A12 - - - - - - - -  
2 ZEGE3B10 - - - - - - - -  
2 ZEGE 3D4 - - - - - - - -  
2 ZEGE 3H9 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - 
2 ZEGE 4A3 - - - - - - - -  
2 ZEGE 4B7 - - - - - - - -  
2 ZEGE 4F9 - - - - - - - -  
2 ZEGE 7D7 ++ ++ ++ ++ ++ - - - + 
3 ZEGE 2A8 - - - - - - - ++ + 





















Reaktivität mit Zebrafischembryonen und adultem Zebrafisch 
ZEGE 3H9, ZEGE 4B9, ZEGE 6F1 und ZEGE 7A6 zeigten in Zebrafischembryonen schon 
am ersten Tag der embryonalen Entwicklung in begrenzten Regionen eine Bindung im 
Bereich der Gehirn-/Rückenmarksanlage (s. Abbildungen 7-7, 7-22 und 7-37). Ab dem 2. Tag 
war die Markierung voll ausgeprägt und auf das Gehirn, das Rückenmark und die Retina 
beschränkt (s. Abbildungen 7-8, 7-23 und 7-38). Die Antikörper dieser Gruppe markierten im 
Zebrafischembryo keine Chondrozyten, jedoch färbten die Antikörper ZEGE 3H9 und ZEGE 
6F1 in Maus- und Ratteembryonen sowie in menschlichen Embryonen Chondroblasten/ 
Chondrozyten. Die starke Anfärbung von Geweben neuronalen Ursprungs (Gehirn, 
Rückenmark und Retina) blieb in wachsenden Larven und adulten Fischen bestehen (s. 
Abbildungen 7-9, 7-10, 7-24, 7-39, 7-40). 
ZEGE 2C9 und ZEGE 6G1 markierten schon bei einem ein Tag alten Zebrafischembryo 
kleine Bereiche im Gehirn. Die Färbung von 3 und 5 Tage alten Embryonen war auf das 
Gehirn und Rückenmark beschränkt und war insgesamt etwas schwächer als die Färbung, die 
durch die Verwendung von ZEGE 3H9, ZEGE 4B9, ZEGE 6F1 oder ZEGE 7A6 entstand (s. 
Abbildungen 7-1 bis 7-4). 
 
 
Reaktivität mit Maus- und Ratteembryonen 
Die Austestung auf den Ratten- und Mausembryonen ergab ebenfalls eine starke Färbung, die 
auf die Regionen des Gehirns, des Rückenmarks und der Retina beschränkt war. Außerdem 
waren einzelne Chondroblasten/Chondrozyten (am deutlichsten durch ZEGE 3H9) ebenfalls 
angefärbt (s. Abbildungen 7-11, 7-12, 7-25, 7-42 und 7-43). ZEGE 6F1 markierte keine 
Chondrozyten. Die Anlage des Rückenmarks und des Gehirns zeigte schon bei einem 12 Tage 
alten Mausembryo ein positives Signal (s. Abbildung 7-41). Antikörper ZEGE 3H9, ZEGE 
4B9 und ZEGE 6F1 markierten auch Teile des peripheren Nervensystems. Diese Markierung 
war am stärksten auf den mit dem Antikörper ZEGE 6F1 behandelten Schnitten ausgeprägt. 
Auf der Abbildung 7-43 erkennt man einige kleine rundliche Formationen entlang der 
Wirbelsäule, die den Nervenwurzeln entsprechen könnten. 
 
 
Reaktivität mit Gehirngewebe anderer Spezies 
Die Antikörper ZEGE 4B9, ZEGE 3H9, ZEGE 6F1, ZEGE 6G1, ZEGE 7A6 und ZEGE 2C9 
reagierten mit Gehirnen aller getesteten Spezies und führten zu einer starken Anfärbung. Auf 
den Kleinhirnschnitten wurden Molekularschicht, Körnerschicht und einzelne strichförmige 
Strukturen in den Laminae albae angefärbt. Am stärksten wurde jedoch die Molekularschicht 
angefärbt (s. Abbildungen 7-15, 7-26, 7-28 und 7-44). Anhand einiger Schnitte des Kleinhirns 
war zu erkennen, dass die Zellen unmarkiert sind und es konnte vermutet werden, dass die 
Markierung hauptsächlich im extrazellulären Raum lokalisiert ist. Dieses Färbemuster war im 









ten eines Schweins sah man jedoch am besten, dass die Markierung in der Körnerschicht 
außerhalb der Zellen liegt (s. Abbildung 7-27). Im Kleinhirn eines Rindes färbten sich 
Purkinje-Zellen an (s. Abbildungen 7-29, 7-45). Auf den Schnitten des Großhirns ergab sich 
eine diffuse Markierung (s. Abbildungen 7-15, 7-30 bis 7-32, 7-46). Diese Färbeanreicherung 
entsprach auch am ehesten den extrazellulären Strukturen. Am Beispiel der Katze sah man 
diffuse wellenförmige Färbeanreicherungen im Großhirn (s. Abbildungen 7-30, 7-31).  
ZEGE 2C9 und ZEGE 6G1 zeigten in den Reaktionen mit Gehirnen verschiedener Spezien 
ein schwächeres Signal als die Antikörper ZEGE 3H9, ZEGE 4B9, ZEGE 6F1 und ZEGE 
7A6 (z.B. Kaninchen, s. Abbildung 7-6), wobei die Bindung von ZEGE 2C9 am Gehirn des 
Schweines anscheinend eine gleich starke Markierung hervorrief (s. Abbildung 7-5).  
 
 
Reaktivität mit menschlichen Embryonen 
Die Antikörper ZEGE 3H9, ZEGE 4B9 und ZEGE 6F1 wurden von Prof. Dr. John Nicholls 
(Hongkong) auf eine mögliche Reaktivität mit dem neuronalen Gewebe eines menschlichen 
Embryos getestet. Diese Antikörper markierten ebenfalls Anteile des Gehirns, das 
Rückenmark und die Retina (s. Abbildungen 7-17, 7-18, 7-21, 7-33, 7-34, 7-47, 7-49). 
Antikörper ZEGE 3H9 und ZEGE 4B9 färbten auch die Chondroblasten/Chondrozyten an (s. 
Abbildungen 7-18, 7-20, 7-33, 7-36), wobei der Antikörper ZEGE 6F1 kein positives Signal 
im Knorpelgewebe zeigte. Bei Betrachtung der Retina und des Rückenmarkes bei stärkerer 
Vergrößerung erkannte man, dass die Zellkerne und möglicherweise die Zellen selbst von der 
Markierung ausgespart sind (s. Abbildungen 7-19, 7-21, 7-35, 7-48, 7-50). 
 
 
Reaktivität mit der menschlichen Astrozytenzelllinie U373 
Die Antikörper ZEGE 4B9, ZEGE 3H9, ZEGE 6F1, ZEGE 6G1, ZEGE 7A6, ZEGE 2C9 
wurden auf der humanen Astrozytenzelllinie U373 getestet. Es konnte keine Färbung 
nachgewiesen werden. Somit konnte diese Zelllinie nicht verwendet werden, um das Antigen 
weiter zu analysieren.  
 
 




Die Antikörper ZEGE 4B9, ZEGE 3H9, ZEGE 6F1, ZEGE 6G1, ZEGE 7A6 und ZEGE 2C9 
zeigten ein ausgesprochen interessantes und im Wesentlichen auf neuronale Strukturen 
begrenztes Färbemuster in der Immunhistochemie. Sie wurden daher biochemisch weiter 
charakterisiert. Da die Antikörper auch murine neuronale Proteine erkennen, wurden die 
Analysen an Gehirnen von C57BL/6-Mäusen auf Grund der besseren Verfügbarkeit 
durchgeführt. Als erster Schritt wurde eine Immunpräzipitation aus dem Gehirnlysat von 
Mäusen mit dem biotinylierten ZEGE 4B9-Antikörper durchgeführt. Der Antikörper wurde 
an Avidin-Agarose gebunden und die Lysate wurden damit inkubiert. Die Elution der 
Proteine erfolgte bei saurem oder alkalischem pH. Es wurde damit geprüft, ob der Antikörper 










Die Eluate wurden einer SDS-Elektrophorese zugeführt. Die anschließende Western-Blot-
Analyse mit ZEGE 4B9 zeigte eine deutliche Anreicherung des Proteins nach saurer Elution 
gegenüber dem alkalischen Eluat, wo kein Antigennachweis möglich war (s. Abbildung 3-1). 
Während man beim Gesamtlysat eine deutliche Doppelbande im hochmolekularen Bereich 
nachweisen kann, ist die größere Bande im sauren Eluat nur noch schwach detektierbar. Die 
Bande bei ca. 55 kDa im Gesamtlysat wurde als schwere Kette von Maus-Immunglobulinen 
interpretiert, da ZEGE 4B9 mit einem Peroxidase-markierten Antikörper abgegriffen wurde, 
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Die Reinheit der Eluate wurde in einem Gel getestet neben einer Spur mit Gesamtlysat (s. 
Abbildung 3-2). Nach Silberfärbung zeigte sich, dass bei Elution im sauren Bereich 
niedermolekulare Proteine deutlich abgereichert wurden. Im hochmolekularen Bereich sind 
jedoch zu viele Banden sichtbar, so dass diese Präparation ungeeignet war, um Banden 
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3.1.1.3 Immunpräzipitation, Gel-Elektrophorese und Western-Blot unter Verwendung 
von Protein G 
 
 
Um größere Mengen des Antigens zu erhalten, wurde ein anderes Verfahren der 
Immunpräzipitation ausgetestet. Als Trägersubstanz wurde Protein G-Agarose verwendet, die 
Rattenantikörper mit hoher Affinität bindet, aber auch unspezifisch Proteine absorbieren 
kann. Daher wurde das Gesamtlysat zuerst über unbehandelte Protein G-Agarose gegeben. 
Dadurch wurden Immunglobuline und unspezifisch an Protein G-Agarose bindende Proteine 
aus dem Gesamtlysat adsorbiert. Die Antikörper ZEGE 4B9, ZEGE 6F1 und ZEGE 3H9 
wurden an Protein G-Agarose gebunden und mit dem depletierten Lysat inkubiert. Nach 
extensiven Waschungen mit PBS wurde zunächst mit einem Puffer eluiert, der 0,1% NP40 
enthielt. Als zweiter Elutionspuffer wurde ein RIPA-Puffer verwendet. Die Elution des 
Antikörpers von der Protein G-Agarose erfolgte bei pH 2,7; damit war sichergestellt, dass der 
Antikörper/Proteinkomplex vollständig von der Säule eluiert wurde (s.Abbildungen 3.3-3.5). 
Die nachfolgenden Analysen aller Fraktionen zeigten, dass die Vorbehandlung mit Protein G-
Agarose, an die kein Antikörper gekoppelt war, zu keinem nennenswerten Verlust an Antigen 
führte (Spur 2 gegen Spur 1). Im Eluat, das durch Behandlung mit einem Puffer gewonnen 
wurde, der 0,1% NP40 enthielt, waren geringe Mengen des Antigens nachweisbar (Spur 3). 
Das Antigen wurde hingegen nahezu vollständig durch RIPA-Puffer vom Antikörper 
dissoziiert (Spur 4). Die Elution mit Citratpuffer pH 2,7 enthält vor allem die Immunglobuline 
(Spur 5). Ein Vergleich der Resultate, die mit den drei Antikörpern erzielt wurden, zeigt, dass 
ZEGE 4B9 und ZEGE 3H9 besser als ZEGE 6F1 das Antigen im Western-Blot erkennen und 
dass die beiden ersten Antikörper das Antigen besser aus dem Gesamtlysat 
immunpräzipitieren. Der Western-Blot in der Abbildung 3-6 wurde nur mit Peroxidase-
markierten anti-Ratte-Antikörpern abgegriffen. Somit konnte nachgewiesen werden, dass es 











































                            
















Abbildung 3-3: Westernblotanalyse mit 
ZEGE 4B9. Es wurden 20 µl vom 
Gesamtlysat oder 20 µl von der jeweiligen 
Immunpräzipitation oder Waschflüssigkeit 
aufgetragen. Die Detektion erfolgte mit 
dem gleichen Antikörper. 
Abbildung 3-4: Westernblotanalyse mit 
ZEGE 6F1. Es wurden 20 µl vom 
Gesamtlysat und 20 µl von der jeweiligen 
Immunpräzipitation oder Waschflüssigkeit 
aufgetragen. Die Detektion erfolgte mit 
























































































































































































































































































































Abbildung 3-5: Westernblotanalyse mit 
ZEGE 3H9. Es wurden 20 µl vom 
Gesamtlysat  oder 20 µl von der jeweiligen 
Immunpräzipitation oder Waschflüssigkeit 
aufgetragen. Die Detektion erfolgte mit 
dem gleichen Antikörper. 
Abbildung 3-6: Westernblotanalyse, 
Negativkontrolle nur mit dem sekundären 












































3.1.1.4 Präparative Immunpräzipitation 
 
 
Zur Gewinnung größerer Mengen an Protein wurden mit dem Eluat, das mit RIPA-Puffer von 
der Säule geholt wurde, präparative Gele angefertigt. Diese Arbeiten wurden von Erik Blazek, 
GSF – Institut für Molekulare Immunologie, Abteilung Genexpression durchgeführt. Die 
Immunpräzipitationen mit ZEGE 4B9 und ZEGE 3H9 zeigten deutliche Banden in der 
Silberfärbung (s. Abbildung 3-7a). Das Immunpräzipitat von ZEGE 6F1 ist in der 
Silberfärbung kaum nachweisbar. Da bei der präparativen Gelelektrophorese die Laufstrecke 
für die Proteine ca. 15 cm betrug, wurden auch die schweren und leichten Ketten 
entsprechend aufgetrennt. Da monoklonale Antikörper geringfügig unterschiedliche 
Molekulargewichte zeigen, liegen die schweren und leichten Ketten nicht genau auf gleicher 









                                                      
 
Abbildung 3-7: Gel-Elektrophorese (a) und Westernblot (b) mit ZEGE 4B9, ZEGE 6F1 und ZEGE 3H9. 
(a) Gel-Elektrophorese und Silberfärbung. (b) Westernblot nach Immunpräzipitation von Mäusehirnlysat und 
Elution mit RIPA-Puffer. Zur Detektion wurde der gleiche Antikörper eingesetzt, mit dem auch 
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Die Banden von ZEGE 4B9 und ZEGE 3H9 wurden aus dem Gel ausgeschnitten und am 
Institut für Humangenetik der GSF von Dr. Marius Üffing und Christian Glöckner einer 
massenspekrometrischen Untersuchung unterzogen. Leider waren die Proteinmengen nicht 
ausreichend, um das Protein an einem MALDI-Massenspektrometer zu identifizieren. Daher 
wurde eine neue Immunpräzipitation durchgeführt. Die Produkte des tryptischen Abbaus 
wurden anschließend einer sensitiveren Massenspektrometrie zugeführt. 
 
 
3.1.1.5 LC-MS und Sequenzanalyse 
 
 
Die spezifischen Banden aus dem Gel in der Abbildung 3-8 wurden von Dr. Albert Sickmann 
am Medizinischen Proteom-Zentrum der Ruhr-Universität in Bochum mittels einer 
Ionenfallen (Ion-Trap)-MS/MS in Kombination mit einer vorgeschalteten 
Nanoflüssigkeitschromatographie (nanoLC) analysiert. Die Auftrennung und Vorbereitung 
der Proben wurden von Dr. Marius Üffing und Dr. Christian Glöckner vom Institut für 






                                                          
 
Abbildung 3-8: Gel-Elektrophorese und Silberfärbung. Immunpräzipitation von Mäusehirnlysat mit ZEGE 4B9, 



























Die Auswertung der durch die Massenspektrometrie gefundenen Peptide erfolgte durch eine 
Datenbanksuche mit Hilfe des Mascot-Programms. Neben Keratin, das durch viele Peptide 
definiert wurde, konnte mit einem hohen Wahrscheinlichkeitswert Tenascin R definiert 
werden. Keratin wird durch Hautschuppen in die Präparation der Proben eingebracht. 
Die Aminosäuresequenz des sequenzierten Proteins zeigt eine hohe Übereinstimmung mit der 
Sequenz vom Tenascin R Protein (Fuss et al., 1993). Dieses Protein ist auch bekannt unter 
dem Namen J1-160/180 (Pesheva et al., 1989) oder Restrictin (Rathjen et al., 1991). Die 
aufgeführten Sequenzen von humanem Tenascin R, Tenascin R der Ratte, der Maus und des 
Zebrafisches stammen aus PUBMED (Datenbank des NIH). Die fett hervorgehobenen 
Abschnitte entsprechen den gefundenen übereinstimmenden Sequenzen. Zwischen dem 
humanen Tenascin R und dem Tenascin R eines Huhns oder einer Ratte/Maus besteht eine 
75%ige bis 93%ige Übereinstimmung der Aminosäurenabfolge (Carnemolla et al., 1996). In 
den Peptiden kyglvggeggk und vvyst lageqyhevl vpk ist in der Sequenz des humanen 




Aminosäurensequenzen von humanem Tenascin R (NP 003276, schwarz, oben), Tenascin 
R der Ratte (NP 037177, blau, Mitte) und der Maus (XP 129561, grün, unten).  
 
   1 mgadgetvvl knmligvnli llgsmikpse cqlevtterv qrqsveeegg ianyntsske 
   1 mgiegetvvl knmligvnli llgsmlkpse crlevtterv qrqtveeegg assyntsske 
   1 mgidgetvvl knmligvnli llgsmlkpse crlevttera qrqtveeegg assyntsske 
 
 
   61 qpvvfnhvyn invpldnlcs sgleasaeqe vsaedetlae ymgqtsdhes qvtfthrinf 
   61 qpmvfnhvyn invpleslcs sgleasaeqd vsaeddtlae ytgqtsdhes qvtfthkinl 
   61 qpmvfnhvyn invpleslcs sgleasaeqd msaeddtlae yigqtsdhes qvtfthkinl 
 
 
   121 pkkacpcass aqvlqellsr iemlerevsv lrdqcnancc qesaatgqld yiphcsghgn 
   121 pkkacpcass aqvlqellsr iemlerevsv lrdqcntncc qesaatgqld yvphcsghgn 
   121 pkkacpcass sqvlqellsr iemlerevsl lrdqcntncc qesaatgqld yvphcsghgn 
 
 
   181 fsfescgcic negwfgkncs epycplgcss rgvcvdgqci cdseysgddc selrcptdcs 
   181 fsfescgcic negwfgkncs epycplgcss rgvcvdgqci cdseysgddc selrcptdcs 
   181 fsfescgcic negwfgkncs epycplgcss rgvcvdgqci cdseysgddc selrcptdcs 
 
 
   241 srglcvdgec vceepytged crelrcpgdc sgkgrcangt clceegyvge dcgqrqclna 
   241 srglcvdgec vceepytged crelrcpgdc sgkgqcangt clcqegyage dcsqrrclna 
   241 srglcvdgec vceepytged crelrcpgdc sgkgqcangt clcqegyage dcsqrrclna 
 
 
   301 csgrgqceeg lcvceegyqg pdcsavappe dlrvagisdr sielewdgpm avteyvisyq 
   301 csgrghcqeg lciceegyqg pdcsavtppe dlrvagisdr sielewdgpm avteyvisyq 
   301 csgrghcqeg lciceegyqg pdcsavappe dlrvagisdr sielewdgpm avteyvisyq 
 
 
  361 ptalgglqlq qrvpgdwsgv titelepglt ynisvyavis nilslpitak vathlstpqg 
  361 pslgglqlqq rvpgdwsgvt itelepglty nisvyavisn ilslpitakv athlstpqgl 








  421 lqfktitett vevqwepfsf sfdgweisfi pknneggvia qvpsdvtsfn qtglkpgeey 
  421 qfktitettv evqwepfsfs fdgweisftp knneggviaq lpsdvtsfnq tglkpgeeyi 
  421 lqfktitett vevqwepfsf sfdgweisfi pknneggvia qlpsdvtsfn qtglkpgeey 
 
 
  481 ivnvvalkeq arspptsasv stvidgptqi lvrdvsdtva fvewipprak vdfillkygl 
  481 vnvvalkeqa rgpptsasvs tvidgptqil vrdvsdtvaf vewtpprakv dfillkyglv 
  481 ivnvvalkeq arspptsasv stvidgptqi lvrdvsdtva fvewtpprak vdfillkygl 
 
 
  541 vggeggrttf rlqpplsqys vqalrpgsry evsvsavrgt nesdsattqf tteidapknl 
  541 ggeggkttfr lqpplsqysv qalrpgsrye vsisavrgtn esdasstqft teidapknlr 
  541 vggeggkttf rlqpplsqys vqalrpgsry evsisavrgt neseasstqf tteidapknl 
 
 
  601 rvgsrtatsl dlewdnseae vqeykvvyst lageqyhevl vprgigpttr atltdlvpgt 
  601 vgsrtatsld lewdnseaea qeykvvystl ageqyhevlv pkgigpttkt tltdlvpgte 
  601 rvgsrtatsl dlewdnseae aqeykvvyst lageqyhevl vpkgigpttk ttltdlvpgt 
 
 
  661 eygvgisavm nsqqsvpatm narteldspr dlmvtasset sisliwtkas gpidhyritf 
  661 ygvgisavmn skqsipatmn arteldsprd lmvtassets isliwtkasg pidhyritft 
  661 eygvgisavm nskqsipatm narteldspr dlmvtasset sisliwtkas gpidhyritf 
 
 
   721 tpssgiasev tvpkdrtsyt ltdlepgaey iisvtaergr qqslestvda ftgfrpishl 
   721 pssgissevt vprdrtsytl tdlepgaeyi isitaergrq qslestvdaf tgfrpishlh 
   721 tpssgissev tvprdrtsyt ltdlepgaey iisitaergr qqslestvda ftgfrpishl 
 
 
   781 hfshvtsssv nitwsdpspp adrlilnysp rdeeeemmev sldatkrhav lmglqpatey 
   781 fshvtsssvn itwsdpsppa drlilnyspr deeeemmevl ldatkrhavl mglqpateyi 
   781 hfshvtsssv nitwsdpspp adrlilnysp rdkeedmlev lldatkrhav lmglqpatey 
 
 
   841 ivnlvavhgt vtsepivgsi ttgidppkdi tisnvtkdsv mvswsppvas fdyyrvsyrp 
   841 vnlvavhgtv tsepivgsit tgidppknit isnvtkdslt vswsppvapf dyyeypidhp 
   841 ivnlvavhgt vtsepivgsi ttgidppkni tisnvtkdsl tvswsspvap fdyyrvsyrp 
 
 
   901 tqvgrldssv vpntvtefti trlnpateye islnsvrgre eserictlvh tamdnpvdli 
   901 sgrldssvvp ntvteftitr lypasqyeis lnsvrgrees erictlvhta mdspmdliat 
   901 tqvgrldssv vpntvtefai trlypateye islnsvrgre eserictlvh tamdspmdli 
 
 
   961 atnitpteal lqwkapvgev enyvivlthf avagetilvd gvseefrlvd llpsthytat 
   961 nitpteallq wkapmgeven yvivlthfam agetilvdgv seefqlvdll prthytvtmy 
   961 atnitpteal lqwkapmgev enyvivlthf aiagetilvd gvseefqlvd llpsthytvt 
 
 
  1021 myatngplts gtistnfstl ldppanltas evtrqsalis wqppraeien yvltykstdg 
  1021 atsgplvsgt iatnfstlld ppanltasev trqsaliswq ppraaienyv ltykstdgsr 









    1081 srkelivdae dtwirlegll entdytvllq aaqdttwssi tstafttggr vfphpqdcaq 
    1081 kelivdaedt wirleglsen tdytvllqaa qeatrsslts tifttggrvf shpqdcaqhl 
    1081 srkelivdae dtwirlegls entdytvllq aaqeatrssl tstvfttggr vfshpqdcaq 
 
 
    1141 hlmngdtlsg vypiflngel sqklqvycdm ttdgggwivf qrrqngqtdf frkwadyrvg 
    1141 mngdtlsgvy tiflngelsh klqvycdmtt dgggwivfqr rqngqtdffr kwadyrvgfg 
    1141 hlmngdtlsg vytiflngel shklqvycdm ttdgggwivf qrrqngqtdf frkwadyrvg 
 
 
    1201 fgnvedefwl gldnihrits qgryelrvdm rdgqeaafas ydrfsvedsr nlyklrigsy 
    1201 nledefwlgl dnyhritaqg ryelrvdmrd gqeavfayyd kfavedsrsl yklriggyng 
    1201 fgnledefwl gldnihrita qgryelrvdm rdgqeavfay ydkfavedsr slykirigsy 
 
 
    1261 ngtagdslsy hqgrpfsted rdndvavtnc amsykgawwy knchrtnlng kygesrhsqg 
    1261 tagdslsyhq grpfstedrd ndvavtncam sykgawwykn chrtnlngky gesrhsqgin 
    1261 ngtagdslsy hqgrpfsted rdndvavtnc amsykgawwy knchrtnlng kygesrhsqg 
 
 
    1321 inwyhwkghe fsipfvemkm rpynhrlmag rkrqslqf 
    1321 wyhwkghefs ipfvemkmrp yihrltagrk rralkf 
    1321 inwyhwkghe fsipfvemkm rpyihrltag rkrralkf 
 
Abbildung 3-9: Gegenüberstellung der Aminosäurensequenzen von humanem Tenascin R (NP 003276, 
schwarz, oben), Tenascin R der Ratte (NP 037177, blau, Mitte) und der Maus (XP 129561, grün, unten). Die 
durch die Massenspektrometrie identifizierten Peptide sind fett markiert. In den Peptiden kyglvggeggk und 




Aminosäuresequenz vom Tenascin R des Zebrabärblings (AAP37046, rot) und identifizierte 
Peptide aus der Aminosäuresequenz vom Tenascin R der Maus (XP 129561, grün). 
 
 
     1 mwgctmaiqg svvslallff giqavpspts klvrttrvrr qvpeggdpad nqmqpmvfnh 
 
 
    61 vyninvpves lcsvdldavt gpetnktasg sdkmpteyte etvdsdsqvt fthrinipkq 
 
 
   121 acacpsatti eqlasrieml erevsllrtq csssccgess vmgrldfvpq cghgtfsmev 
 
 
   181 cgcvceegwi gkncteprcp ddcsgqgici egdcvcdrnf ggencseprc psdcsdrglc 
 
 
   241 idgecvceea fagedcslgr clndcsdqga cvngscqcrs gflgedcsli fcanncsqrg 
 
 
   301 vckegfcvcq egytgddcts vlppmnlrvr gvsentidlq wegpailtdy lityepttpg 
 
 
   361 gvqlemrvpg nvtnitikgl npgleynvnv yavidniiss pmntlvstyl snpdgllfks 










   421 imetsvevqw qpldylfdgw eisfipkdnd ggmtaqlpst itsfhqtglk pgeeytvnlv 
 
 
   481 alkdqgrslp vtatvttlid gpiqlivrdi sdtvafvews ppkakvdqii lryglvgveg 
                                                               kyglvggek 
 
 
   541 pkttfrlqpt lsqyslqvlr pgstyevsvs gvrngtesgv isteftteid apknlrvlsk 




   601 tsislelewd nseadvegys vvystlagdq ydkvivprnd gpstkttlne lmpgteygig 
                             vvystlageq yhevlvpk 
 
 
   661 isavlganqs tpatmnartg ldvpldltvt astdntitll wgtvqgpidh yrvtytsssg 
                                                      asgpidh yr 
 
 
   721 vtteltvpkd vttttltslq pgteytitva aqrgrqqsta atidaftgfr pitqlffsev 
 
 
   781 ssdsltvaws spappadafi lnysaqdsse dseialdgsk tritltglmp srrytatlvt 
 
 
   841 mhgnvtskpv vgsvntgmdp prditvlyvt eesvtitwiq plalldyyrm syqsskgrmd 
 
 
   901 svvidsdinn ytltslhpat eyeiklnavr gsqeskvitt tvftaidmpa eltalnvtpq 
 
 
   961 gallrwnppa ssvdnyvltv trnqvtadtf lvegnkqeyq lsqlipstty svalyatkgp 
 
 
  1021 ltsgtvisnf vtpmdapqnl taseinhrsa liswqppiad idnymltyka adgsrkelil 
                                    qsa liswqppr 
 
 
  1081 daedtwirle glaetteytv rlqvarglet svivstsftt gnrlfptpqn caqhllnget 
 
 
  1141 lggiytiyvn rdlsqgvqvy cdmttdgggw ivfqrrqngl tdfsrkwtdy kigfgslede 
 
 
  1201 fwlgldnihk iaaqgryelr idmkdgqesv yanydrfsig dskslyklri geysgtagds 
 
 
  1261 lsyhqsrpfs tkdkdndiav tncalsykga wwyknchran lngkygesrh sqginwyhwk 
 
 
  1321 ghefsipfve mkmrpfnyrs isgkrrrsah 
 
Abbildung 3-10: Identifizierung der gefundenen Peptide (Tenascin R der Maus, XP 129561, grün) im Tenascin 
















In einem ein Tag alten Zebrafischembryo wies der Antikörper ZEGE 8F8 eine diffuse und 
starke Markierung auf (s. Abbildung 7-51). Die Anfärbung von Gehirn, Rückenmark und 
Retina war auf dem Schnitt eines 3 Tage alten Zebrafischembryo deutlich schwächer, 
gleichzeitig gab es ein schwaches Signal im Bereich der Muskulatur (s. Abbildungen 7-52 
und 7-53). ZEGE 8F8 zeigte keine Kreuzreaktivität mit Gehirngewebe von Ratte, Huhn und 
Maus. In Gehirnen anderer Spezies zeigte ZEGE 8F8 (im Vergleich mit ZEGE 3H9 oder 
ZEGE 6F1) eine schwache diffuse Färbung, die in der Molekular- und Körnerschicht des 
Kleinhirns des Schweins am deutlichsten ausgeprägt war (s. Abbildung 7-54). Auf den 
Schnitten des Kleinhirns vom Rind wurden außerdem die Purkinje-Zellen markiert (s. 










3.1.2.3 Immunpräzipitation unter Verwendung von Protein G, Gel-Elektrophorese 
 
 
Die Immunpräzipitation wurde mit an Protein G gebundenen Antikörpern aus Zebrafisch-
Gesamtlysat durchgeführt. Die Elution erfolgte mit Citratpuffer pH 2,7. Die Proben wurden in 
einem NuPAGE®-Bis-Tris-Gel mit 10 Taschen aufgetrennt und die Proteinbanden durch 
Silberfärbung sichtbar gemacht (s. Abbildung 3-11). In den übrigen Spuren des Gels sind 
Immunpräzipitate von Antikörpern aufgetragen, bei denen sich keine spezifischen Banden 

























                                                      
                                      
 
Abbildung 3-11: Gelelektrophoretische Auftrennung von Immunpräzipitaten aus Zebrafischgesamtlysat. Spur 3 




3.1.2.4 Massenspektrum von ZEGE 8F8 
 
 
Aus der Auftrennung des Immunpräziptats von ZE-GE 8F8 wurden 2 Banden ausgeschnitten 
und einem tryptischen Abbau unterworfen. Die untere Bande ergab ein typisches Massen-

























         
 
Abbildung 3-12: Massenspektrum von ZEGE 8F8. 
 
 
Die Auswertung der gefundenen Massen zeigte, dass das Protein, das mit ZEGE 8F8-
Antikörper immunpräzipitiert und aufgereinigt wurde, eine hohe Übereinstimmung mit der 
Sequenz von Plasticin des Zebrafisches (Asch et al., 1998) aufwies. In der unten aufgeführten 
Sequenz des Zebrafischplasticins (NP 571129) entsprechen fett hervorgehobene Abschnitte 
den gefundenen Peptiden (s. Abbildung 3-13). 
 
 
Aminosäurensequenz des Zebrafischplasticins (NP 571129) 
 
    1 mshysyrtsh hrsygtpsvs sriggrytss ipsrpvdfrs rssapaprls ydkvdfslae 
   61 avnqeflatr snekrelqel ndrfasfiek vryleqqnsr ltqelgqfke qqqgpsgrlg 
  121 dlcqqemrel rrqlelmgkd rdqmqverdn laedvallkq rlneemqkre eaennltlfr 
  181 kdvddatlar lelekkiesl mdeieflkkm hdeeiqdvqv svqsqqmkme vmetstrpdl 
  241 taalrdirsq yesiasknmq eseewykskf adltdsakrn aeamrqskqd nndlrrqiqa 
  301 qncdievlks tneallrqmr emeeqftlea gnyqdavgrl eeeirhlkee msrhlreyqd 
  361 llnvkmaldi eiatyrklle geesriavpi mkmpsmsghs gdygqfsdpa pgkkvviktv 
  421 eirdgevrrs dkaty 
 
Abbildung 3-13: Aminosäurensequenz des Zebrafischplasticins (NP 571129). 
 
 
Die Untersuchungen am Massenspektrometer und die Auswertung der gefundenen Massen 














ZEGE 8D12 zeichnete sich durch eine starke komplette Markierung von einem 1 Tag alten 
Zebrafischembryo aus (s. Abbildung 7-57). In einem 2 Tage und in einem 3 Tage alten 
Zebrafischembryo markierte der Antikörper nur das Gehirn, das Rückenmark und die Retina 
(s. Abbildungen 7-58, 7-59, 7-60). In den älteren Fischen wurden ebenfalls nur diese Organe 
gefärbt (s. Abbildungen 7-61, 7-62). Dieser Antikörper zeigte keine Kreuzreaktivität mit den 






Die in der vorliegenden Arbeit generierten Antikörper wurden auf einer 
Proteinexpressionsgenbank getestet. Dazu wurde RNA aus Zebrafisch gewonnen, in cDNA 
umgeschrieben und in Phagen eingebracht. Mit den Phagen wurden Bakterien infiziert, die 
dann die entsprechenden Proteine produzierten. Nach Übertragung der Proteine auf 
Nitrozellulosemembranen konnten die Proteine durch die ZEGE-Antikörper detektiert 
werden. Nach Isolierung der Phagen wurde die kodierende DNA sequenziert. Mittels dieser 
Technik konnte festgestellt werden, dass ZEGE 8D12 ein Zielprotein erkennt, das auf 
Aminosäuresequenzebene eine 99%ige Ähnlichkeit  mit einem Protein der Zebrafischretina 
aufweist. Dieses Protein hat eine hohe Homologie mit dem TOP-AP-Protein (AAA68637) 
(Savitt et al., 1995). Die gefundenen Sequenzen wiesen auch eine 40%ige Homologie mit 
dem humanen sarkolemmassoziierten Protein (NP 009090) auf (Wigle et al., 1997) (s. 




Aminosäurensequenz des TOP-AP-Proteins (AAA68637) des Huhns  
 
     1 mddqdlnepi akvallkdel qgaqseteak qeiqqlhkel ieaqelarts kqkcfelqal 
    61 leeerrayrv qveesnkqin vlqaqlqrlq edienlreek eseisstrne lvsaqneils 
   121 lqqvaekaas erdtdisalq eelqtvrael erwrkdasdy ekeivslqas fqlrcqqcee 
   181 qhkeeatrlk geleklkaew svleaecvtl rkentslase lqrqekelss sqkqslalts 
   241 nisvlemsrk eledqmgslr ekhqqdaasl ksqlseaesq akdvqkeyer tqtvlselka 
   301 kyemaeqekq siteelkqck enlkllqekg nnpsilqpvp avfiglilaf lywcygplw 
 















Aminosäurensequenz des humanen sarkolemmassoziierten Proteins (NP 009090) 
 
      1 meekeqelqa kiealqadnd ftnerltalq enqtrakesd fsdtlspske kssddttdaq 
     61 mdeqdlnepl akvsllkddl qgaqseieak qeiqhlrkel ieaqelarts kqkcfelqal 
    121 leeerkayrn qveestkqiq vlqaqlqrlh idtenlreek dseitstrde llsardeill 
    181 lhqaaakvas erdtdiaslq eelkkvrael erwrkaasey ekeitslqns fqlrcqqced 
    241 qqreeatrlq geleklrkew naletechsl krenvllsse lqrqekelhn sqkqslelts 
    301 dlsilqmsrk elenqvgslk eqhlrdsadl ktllskaenq akdvqkeyek tqtvlselkl 
    361 kfemteqekq sitdelkqck nnlkllrekg nnpsilqpvp arihrpipgf pdmvirsive 
    421 rkkpwpwmpm laalvqvtai vlyvpglara sp 
 










Auf dem Schnitt eines 1 Tag alten Zebrafischembryo zeigte ZEGE 8D5 eine am Rand betonte 
Färbung der Anlage des Gehirns und des Rückenmarks mit einer angedeuteten Segmentierung 
(s. Abbildung 7-63). ZEGE 2F12 zeigte bei einem 1 Tag alten Zebrafischembryo ebenfalls 
eine Anfärbung im Bereich der Gehirn-/Rückenmarksanlage (s. Abbildung 7-66). Ältere 
Embryonen, Larven und Fische zeigten eine auf Gehirn, Retina und Rückenmark beschränkte 
Markierung (s. Bilder 7-64, 7-65, 7-67, 7-68). Beide Antikörper wiesen keine 
Kreuzreaktionen mit Gehirnen anderer Spezies auf. 
 
 
3.1.4.2 Expressionsgenbank  
 
 
Die beiden Antikörper erkannten auf der Expressionsgenbank ein Protein, das auf dem 
Niveau der Aminosäuresequenz eine große Ähnlichkeit mit dem humanen VAT-1-Homolog 
(Q99536) der synaptischen Vesikelmembran hat (s. Abbildung 3-16). Das Gen des humanen 
VAT-1-Homologs wurde auf dem Locus 17q21 lokalisiert, in der Nähe des BRCA1-Gens 
(Friedman et al., 1995). 
 
 
Aminosäurensequenz des humanen VAT-1-Homologs (Q99536) 
 
        1 marqglydrl pplpvtpgme gagvviavge gvsdrkagdr vmvlnrsgmw qeevtvpsvq 
       61 tflipeamtf eeaaallvny itaymvlfdf gnlqpghsvl vhmaaggvgm aavqlcrtve 
      121 nvtvfgtasa skhealkeng vthpidyhtt dyvdeikkis pkgvdivmdp lggsdtakgy 
      181 nllkpmgkvv tygmanlltg pkrnlmalar twwnqfsvta lqllqanrav cgfhlgyldg 
      241 evelvsgvva rllalynqgh ikphidsvwp fekvadamkq mqekknvgkv llvpgpekqn 
 















Eine sehr starke und diffuse Markierung zeigte sich bereits auf den Schnitten eines 1 Tag 
alten Zebrafischembryos (s. Abbildung 7-69). Diese Markierung ging in älteren Embryonen 
und Larven in eine ebenfalls sehr starke Markierung von Geweben neuronalen Ursprungs 
(Gehirn, Rückenmark und Retina) sowie in eine schwache Anfärbung von Muskulatur über (s. 
Abbildungen 7-70-7-72). Von den getesteten Spezies reagierte der ZEGE 7D7-Antikörper mit 
den Gehirnen von Rind und Ratte nicht kreuzreaktiv. Die Anfärbung des Schweinehirns war 
sehr schwach. Es wurden Zellen der Körnerschicht markiert (s. Abbildungen 7-73, 7-74). In 
allen anderen Spezies markierte der Antikörper ZEGE 7D7 einzelne Zellen und Zellgruppen 










In einem ein Tag alten Zebrafischembryo war die Farbanreicherung im Bereich des Kopfes 
und des Rumpfes nur sehr schwach ausgeprägt (s. Abbildung 7-81). Mit steigendem Alter der 
Embryonen und Larven wurde die Markierung stärker und war dann nur auf Gehirn, 
Rückenmark und Retina beschränkt (s. Abbildungen 7-82 bis 7-84). Von den getesteten 
Spezies reagierte der Antikörper ZEGE 2A8 nur mit dem Gehirn der Ratte kreuzreaktiv. 










Viele der getesteten ZEGE-Antikörper, die auch am Zebrafischgehirn ein starkes Signal 
zeigten, reagierten nicht kreuzreaktiv. So war der Antikörper ZEGE 7B11 bereits in einem ein 
Tag alten Zebrafischembryo positiv mit Anfärbung im Bereich des Kopfes und des Rumpfes 
(s. Abbildung 7-87). Bei älteren Embryonen und Larven ergab sich eine starke Markierung 











3.2 Antikörper, die gezielt gegen bestimmte Antigene hergestellt worden sind 
 
 
Verschiedene von unserer Arbeitsgruppe unabhängig von dieser Dissertation hergestellte 
Antikörper wurden auf Kreuzreaktionen mit Gehirngewebe von mehreren Tierspezies 
untersucht. Es wurden nur diejenigen Antikörper untersucht, die am Zebrafischgehirn ein 
positives Signal ergaben. Aus insgesamt 170 getesteten Antikörper wurden 16 
zusammengestellt und in dieser Dissertation beschrieben. Als Einschlusskriterien dienten 
Kreuzreaktivität mit mehreren Spezies und interessantes Färbemuster in der Histologie. 
Die in Rahmen dieser Dissertation beschriebenen Antikörper, ihre Immunglobulinklassen/-
subklassen und die entsprechenden Antigene sind in Tabelle 5 zusammengestellt. 
 
Eine Übersicht über die Kreuzreaktivität der beschriebenen Antikörper mit Gehirnen von 




Tabelle 5: Übersicht über die beschriebenen nicht ZEGE-Antiköper, über die Antigene, die 
bei der Gewinnung dieser Antikörper eingesetzt wurden, und über die 
Immunglobulinklassen/-subklassen dieser Antikörper. 
 
Klon Antigen Subklassen 
VIII-41 6E7 ZBP-89 (human) IgG2a 
VIII-41 8B4 ZBP-89 (human) IgM 
VIII-41 8G7 ZBP-89 (human) IgG2a 
EPS 1A8 Proteinkinase C (ε-Kette) (human) IgG2a 
EPS 2B9 Proteinkinase C (ε-Kette) (human) IgG2a 
PP2A 2E6 Proteinphosphatase 2A (human) IgG2a 
PP2A 6F9 Proteinphosphatase 2A(human)  IgG2a 
P9H 1C8 PAX9 (human) IgM 
P9H 4D7 PAX9 (human) IgG2a 
P9H 5E12 PAX9 (human) IgG2a 
P9H 6E4 PAX9 (human) IgM 
P9H 8F1 PAX9 (human) IgM 
PUR 11A3 PURα (human) IgM 
PUR 1D7 PURα (human) IgM 
PUR 1F1 PURα (human) IgM 

















Tabelle 6: Übersicht über die Bindung der beschriebenen nicht ZEGE-Antikörper an Gehirne 
von verschiedenen Spezies.  
 
Klon Huhn Hund Kaninchen Katze Maus Ratte Rind Schwein 
VIII-41 6E7 + + + + + + + + 
VIII-41 8B4 + + + + + + + + 
VIII-41 8G7 + + + + + + + + 
EPS 1A8 + + + + + + + + 
EPS 2B9 + + + + + + + + 
PP2A 2E6 + + + + + + + + 
PP2A 6F9 + + + + + + + + 
P9H 1C8 + + + + + + + + 
P9H 4D7 + + - + + + + + 
P9H 5E12 + + + + + + + + 
P9H 6E4 - + + + + + + + 
P9H 8F1 - - + - + + + + 
PUR 11A3 + + + + + + + + 
PUR 1D7 + + + + + + + + 
PUR 1F1 + + + + + + + + 







Antikörper der VIII-41-Gruppe wurden gezielt gegen das ZBP-89-Protein hergestellt. ZBP-89 
ist ein zellulärer Transkriptionsfaktor. Dieses Protein stimuliert die Replikation der Virus-
DNA. Das geschieht durch eine unmittelbare Bindung an die DNA und/oder durch eine 






Antikörper VIII-41 6E7, VIII-41 8B4, VIII-41 8G7 reagierten mit Gehirnen aller Tierarten, 
die in dieser Dissertation zum Einsatz kamen. Alle Antikörper der VIII-41-Gruppe markierten 
auf den Schnitten des Kleinhirns einzelne Zellen in der Molekularschicht (Stratum 
moleculare) und viele Zellen in der Körnerschicht (Stratum granulosum) (s. Abbildungen 7-
91 bis 7-94). Außerdem wurde die Molekularschicht insgesamt schwach angefärbt. Im 
Bereich der Großhirnrinde wurden ebenfalls einzelne Zellen angefärbt (s. Abbildung 7-95 und 
7-96). Das Signal auf den mit dem Antikörper VIII-41 8B4 reagierenden Schnitten war im 
Vergleich zu den anderen Antikörpern dieser Gruppe (VIII-41 6E7 und VIII-41 8G7) stärker. 
Aufgrund der vorliegenden Bilder könnte vermutet werden, dass der Antikörper VIII-41 8B4 













Bei der Herstellung von Antikörper EPS 1A8 und EPS 2B9 kam als Antigen die ε-Kette der 
humanen Proteinkinase C zum Einsatz. Es wurde gezeigt, dass ein hohes Expressionsniveau 






Antikörper der EPS-Gruppe ergaben auf histologischen Schnitten von Gehirnen aller 
getesteten Spezies ein positives Signal. EPS 1A8 und EPS 2B9 markierten Zellen im Groß- 
und Kleinhirn. Es wurden einzelne Zellen in der Molekularschicht (Stratum moleculare) und 
viele Zellen in der Körnerschicht (Stratum granulosum) sowie einzelne Zellen in der 
Großhirnrinde angefärbt (s. Abbildungen 7-97 bis 7-102). Der Antikörper EPS 1A8 ergab ein 







Proteinphosphotase 2A ist ein Holoenzym, das aus einer katalytischen Untereinheit C und 
zwei regulatorischen Untereinheiten A und B besteht. Als Antigen für die 






Die Antikörper PP2A 2E6 und PP2A 6F9 wiesen Kreuzreaktivität mit allen in der Arbeit 
untersuchten Tierspezies auf. Beide Antikörper ergaben bei allen Tierspezies ungefähr ein 
gleiches Färbemuster, wobei die histologischen Schnitte nicht bei allen Spezies ein gleich 
starkes Signal zeigten. So markierte der Antikörper PP2A 2E6 im Kleinhirn des Schweins die 
Molekularschicht und die Körnerschicht mit der Aussparung von Zellkernen (s. Abbildungen 
7-105 und 7-106). Die Großhirnschnitte des Schweins zeigten eine Anfärbung von 
bestimmten subkortikal gelegenen Gebieten (s. Abbildungen 7-103 und 7-104). Der 
Antikörper PP2A 2E6 band am Kaninchengehirn deutlich schwächer als am Schweinegehirn 


















Als Antigen (P9H) diente das humane PAX9-Protein. PAX-Gene kodieren 
Transkriptionsfaktoren, die eine große Rolle in der Embryonalentwicklung spielen. Für adulte 
Organismen ist die Bedeutung von PAX-Genen noch nicht vollständig aufgeklärt. PAX9-
Protein wird im Ösophagusepithel eines gesunden Menschen exprimiert. Die Mehrheit der 
invasiven Karzinomen und Dysplasien zeigen eine deutliche Abnahme der PAX9-Expression 






Antikörper der P9H-Gruppe waren in ihrem Färbeverhalten an Gehirnen von verschiedenen 
Spezies unterschiedlich. Die Antikörper P9H 1C8 und P9H 5E12 zeigten Kreuzreaktionen mit 
allen Spezies. Der Antikörper P9H 4D7 band am Gehirngewebe von allen getesteten Tierarten 
bis auf Kaninchen. P9H 6E4 ergab kein Signal im Huhn. P9H 8F1 zeigte keine Färbung des 
Gewebes von Huhn, Hund und Katze. P9H 1C8- und P9H 5E12-Antikörper markierten stark 
die Körnerschichtzellen auf Kleinhirnschnitten des Huhns. Die Molekularschicht wurde 
ebenfalls angefärbt, jedoch viel schwächer (s. Abbildungen 7-109 und 7-110). Im Gegensatz 
dazu markierte P9H 4D7 deutlich die Purkinje-Zellen und einzelne große Zellen der 
Körnerschicht der Kleinhirnrinde des Huhns. Die Molekularschicht war dabei noch 
schwächer angefärbt (s. Abbildungen 7-111 und 7-112). Im Kleinhirn des Rindes zeigten alle 
P9H-Antikörper gleiches Färbemuster mit einer schwachen Markierung von Purkinje-Zellen, 
der Molekularschicht und der Körnerschicht (s. Abbildungen 7-113 und 7-114).  
Im Gehirn der Maus ergaben alle Antikörper der P9H-Gruppe eine diffuse Färbung. Dabei 
war die Markierung durch P9H 1C8 und P9H 5E12 stärker ausgeprägt als durch P9H 4D7 
oder P9H 6E4 (s. Abbildungen 7-115 bis 7-118). Das Bindungsverhalten von P9H 5E12 auf 






PUR-Antikörper sind gegen das Protein PUR alpha gerichtet. PUR alpha ist ein DNA-
Bindungsprotein mit einer Affinität zur ori-Region (origin of replication) der eukaryontischen 
DNA. Es besteht eine hohe Ähnlichkeit zwischen dem humanem PUR-alpha-Protein und dem 






Antikörper der PUR-Gruppe reagierten mit Gehirngewebe aller getesteten Spezies. Durch 
diese Antikörper wurden Zellen sowohl im Großhirn als auch im Kleinhirn markiert. Im 
Bereich des Kleinhirns wurde besonders die Körnerschicht hervorgehoben (s. Abbildungen 7-










Für die Gewinnung spezifischer monoklonaler Antikörper gegen Parkin wurden insgesamt 
zwei Mäuse und zwei Ratten mit einem von Dr. Leimer (Ludwig-Maximilians-Universität 
München, Adolf-Butenandt-Institut, Abteilung Metabolische Biochemie) zur Verfügung 
gestellten Antigen immunisiert. Das Antigen war N-terminal mit einer His-Sequenz versehen 
und befand sich in 8 M Harnstoff in einer Konzentration von etwa 2,6 µg/µl. Die bei der 
anschießenden Fusion entstandenen Hybridome wurden in einem ELISA auf Bindung an 
Antigen und auf ihre Immunglobulinklasse getestet. Alle Hybridome, die aus den Fusionen 
mit Mausmilzzellen entstanden waren, haben sich als unspezifisch erwiesen. Sie reagierten 
entweder mit Proteinen von E.coli und produzierten Immunglobuline der IgM-Klasse. Von 
der ersten Fusion mit Rattenmilzzellen mit 800 getesteten Klonen konnten nur drei Klone 
gefunden werden, deren Antikörper spezifisch mit Parkin reagierten. Die Überstände dieser 
drei Klone wurden im Western-Blot auf spezifische Bindung an Parkinprotein getestet. 
Zwei Klone 
PARK 5C3 der IgG2b-Subklasse und 
PARK 6G8 der IgG2b Subklasse 
 
haben sich auch im Western-Blot als spezifisch erwiesen. Diese Klone wurden dann etabliert. 
Die zweite Fusion mit Rattenmilzzellen wurde auf die gleiche Weise gestestet. Im ELISA 
wurden nur zwei Klone detektiert, die den gestellten Anforderungen entsprachen, und von 
diesen zeigte nur ein Klon 
 
PARK 7D3 der IgG2a-Subklasse 
 






Reaktivität mit menschlichem Gehirn 
PARK 5C3 und PARK 6G8 reagierten mit humanem Gehirn nicht (s. Abbildungen 7-134 und 
7-135). Im Gegensatz dazu markierte PARK 7D3 einzelne Zellen im menschlichen Hirn (s. 
Abbildung 7-133). Das Färbemuster entsprach jedoch nicht den Strukturen, die 
typischerweise Parkin enthalten.  
 
 
Reaktivität mit Zebrafischgehirn 
Alle Parkin-Antikörper reagierten schwach positiv mit Zebrafischgehirn. 
 
 
Reaktivität mit den anderen Spezies 
PARK 5C3 und PARK 6G8 reagierten nicht mit Gehirnen der getesteten Spezies (s. 
Abbildungen 7-136 bis 7-142). Auf den Schnitten mit Gehirngewebe der Ratte sind Gefäße 











Die Western-Blot-Analyse wurde von Dr. P. Kahle (Ludwig-Maximilians-Universität 
München, Adolf-Butenandt-Institut, Abteilung Metabolische Biochemie) durchgeführt. Dr. P. 
Kahle hat freundlicherweise die Ergebnisse zur Verfügung gestellt. 100 µg MYC-Parkin-
Protein wurden der SDS-PAGE zugeführt und anschließend auf eine PVDF-Membran 
geblottet. Zum Nachweis von Protein wurden folgende Antikörper verwendet: PARK 6G8, 
PARK 5C3 und ein polyklonaler Antikörper 5112 (Chemicon). Die Bande im Bereich von 55 
kDa entspricht dem MYC-Parkin. Die Bande im Bereich von 40 kDa auf dem PARK 5C3-







Abbildung 3-17: Western-Blot-Analyse mit PARK 6G8, PARK 5C3 und 5112 (Chemicon) (freundlicherweise 
von Dr. P. Kahle (Ludwig-Maximilians-Universität München, Adolf-Butenandt-Institut, Abteilung Metabolische 
Biochemie) zur Verfügung gestellt). Es wurden 100 µg Parkin-Protein (+) oder 100 µg irrelevantes Protein (-) 


























Ziele dieser Arbeit waren die Herstellung monoklonaler Antikörper gegen neuronale Antigene 
des Zebrafisches und die Charakterisierung der von diesen Antikörpern erkannten Proteine, 
um letztendlich Gen-Funktions-Beziehungen herzustellen. Dazu wurden Ratten mit 
homogenisierten Gehirnen adulter Zebrafische immunisiert. Die Vorteile des Zebrafisches als 
Modellorganismus sind schon in der Einleitung beschrieben und sollen hier nur noch 
summarisch aufgezählt werden. Sie bestehen in der unproblematischen Haltung der Tiere, 
kurzen Generationszeiten mit vielen Organismen, Durchsichtigkeit der Embryonen, so dass 
mutationsbedingte Veränderungen erkennbar sind, Kleinheit der Embryonen und Jungtiere, 
die die Anwendung immunzytochemischer und -histochemischer Methoden an 
Ganzkörperschnitten auf einem Objektträger zulassen. Die Relevanz des Zebrafisches für die 
Medizin besteht darin, dass mögliche Genmutationen untersucht werden können, die sich in 
einem pathologischen Phänotyp ausdrücken und für die es Korrelate beim Menschen gibt. 
Zum Auffinden solcher Mutationen bedarf es mehrerer Schritte. Das als „positional cloning“ 
bezeichnete Verfahren (Collins, 1991) dient der Aufklärung von Genfunktionen durch die 
Analyse von Genmutationen. Dazu bedarf es der Lokalisation von Mutantenphänotypen auf 
bestimmten Chromosomenabschnitten, der Klonierung der betreffenden 
Chromosomenabschnitte, der Bestimmung der Gene in diesem Abschnitt und schließlich die 
Korrelation des Phänotyps mit bestimmten Gendefekten. Auf diese Weise wurden mehrere 
mutierte Gene im Zebrafischgenom identifiziert. So führt die Mutation eines extrazellulären 
Proteins aus der EGF-CFC-Gruppe zum „one eye-pinhead“-Phänotyp. Das kodierende Gen 
wird als OEP-Gen bezeichnet (Zhang et al., 1998). Korrespondierende Gene waren schon 
zuvor in den Genomen von Frosch, Maus und Mensch bekannt. Bei Nichtvertebraten sind 
entsprechende Proteine bisher nicht nachgewiesen. Hieraus wird der Schluss gezogen, das 
Proteine der EGF-CFC-Gruppe eine wichtige Rolle in der Entwicklung der Vertebraten 
spielen.  
 
Vergleicht man die Genkartierungen von Chromosomen oder Chromosomenabschnitten 
verschiedener Spezies miteinander, so lässt sich feststellen, dass bestimmte 
Gengruppierungen auch im Laufe der Evolution verbunden bleiben. Solche Gene werden als 
syntäne Gene bezeichnet. Zwischen Zebrafisch und Mensch finden sich im Genom mehr als 
40 solcher syntäner Genpaare (Postlethwait et al., 1999, Amores et al., 1998). Diese Befunde 
sprechen dafür, dass diese Gene auch im Genom eines hypothetischen gemeinsamen 
Vorfahren syntän waren und ihre Nachbarschaft im Verlauf der Evolution beibehielten 
(Postlethwait et al., 1999). Gelingt es, durch Mutationsanalysen im Zebrafischgenom solchen 
syntänen Genen eine Funktion zuzuschreiben, besteht die Chance, die Genfunktion 
entsprechender Gene im Humangenom zu definieren, sofern sie noch nicht bekannt ist. 
Beispiele solcher Mutationen im Zebrafischgenom sind das SAU-(sauternes) und das GRL-
(gridlock) Gen. Die Mutation des SAU-Gens führt zur Anämie mit erniedrigtem 
Hämoglobinspiegel (Brownlie et al., 1998). Das SAU-Gen kodiert für das Enzym δ-
Aminolaevulinsäuresynthase (ALAS 2), ein Schlüsselenzym in der Hämbiosynthese. Analog 
dazu beruht die kongenitale humane sideroblastische Anämie auf einer Mutation im ALAS-2-










Systems, das der menschlichen Aortakoarktation sehr ähnlich ist (Weinstein et al., 1995). Es 
ist zu erwarten, dass weitere solcher Parallelen aufgefunden werden, wenn man Mutationen, 
die man in EST –Sequenzen (expressed sequence tags) gefunden hat, in die entsprechenden 
Gene einführt und die mutierten Proteine exprimiert. 
Bei der Analyse und Isolierung von Mutanten und Proteinen im Zusammenhang mit der 
Beschreibung von Genfunktionen kann in der modernen Forschung auf den Einsatz von 
Antikörpern, speziell denjenigen monoklonalen Ursprungs, nicht mehr verzichtet werden. In 
den letzten Jahren nimmt auch die Anwendung monoklonaler Antikörper als Therapeutikum 
bei bestimmten Krankheiten (Lymphome, Rheuma etc.) schnell zu und wird auch weiterhin 
wachsen und an Bedeutung gewinnen. Damit sind an die Herstellung der Antikörper 
hinsichtlich Spezifität, Affinität, Durchsatz und Immunogenität hohe Ansprüche gestellt, die 
nicht von jedem Verfahren in gleicher Weise erfüllt werden können. Die Vor- und Nachteile 
der Verfahren zur Erzeugung monoklonaler Antikörper bedürfen daher einer kurzen 
kritischen Würdigung. Die herkömmliche, von Köhler und Milstein, 1975 beschriebene 
Methode zur Herstellung monoklonaler Antikörper wird durch die Fusion von B-Zellen 
immunisierter Mäuse mit einer Mäusemyelom-Zelllinie bewerkstelligt. Dabei wird die 
Fähigkeit des lebenden Organismus genutzt, gegen eine Vielzahl von Antigenen mit einer 
humoralen Immunantwort zu reagieren. Mit geeigneten Selektionsverfahren lassen sich 
spezifische und in der Regel hochaffine Antikörper isolieren, die dann in einer Vielzahl 
verschiedener Techniken verwendet werden können. Domäne dieser Technik ist die 
Entwicklung von monoklonalen Antikörpern gegen extrazelluläre Proteine oder 
Oberflächenantigene von Zellen. Auch zytoplasmatische Bestandteile der Zelle erweisen sich 
oft, aber nicht immer als geeignete Antigene. Schwierigkeiten können hingegen mit Proteinen 
auftreten, deren Aminosäuresequenz sich im Laufe der Evolution kaum verändert hat, die also 
hoch konserviert sind. Gleichfalls schwierig können Antigene sein, die toxisch auf den 
Organismus wirken oder deren Variabilität, wie am Beispiel bestimmter Komponenten des 
AIDS-Virus festzustellen war, zu hoch ist, um den Organismus zu einer kontinuierlichen 
Immunantwort kommen zu lassen. 
Diese Schwierigkeiten konnten in vielen Fällen überwunden werden, indem man 
Peptidabschnitte an bestimmte Carrierproteine (Hämocyanin, Albumin, Ovalbumin) koppelt 
und damit immunisiert oder gentechnisch hergestellte Fusionsproteine zwischen dem 
gesuchten Protein und anderen Proteinen (z.B. GST –Glutathionsynthetase) zur Auslösung 
einer Immunantwort benutzt. Es muss an dieser Stelle auch darauf hingewiesen werden, dass 
sich im Laufe der Evolution ein Vorgang herausgebildet hat, der als „Affinitätsreifung“ der 
Antikörper bezeichnet wird. Der molekulare Hintergrund dieses Vorgangs ist ein Prozess, bei 
dem in den variablen Abschnitten der Immunglobulin-L- und H-Ketten einzelne Aminosäuren 
ausgetauscht werden, die die Bindungsfähigkeit der Antikörper oft drastisch erhöhen (Berek 
und Milstein, 1988). Im Verlauf einer Immunantwort bleiben oft nur wenige Klone erhalten, 
die eine hohe Affinität besitzen, während niedrig-affine Klone absterben. Diesen Vorteil 
vermögen In-vitro-Verfahren zur Herstellung von Antikörpern nicht zu bieten. 
Ein entscheidender Nachteil der Hybridomtechnik ist es, dass für jedes neue Antigen der 
Prozess der Immunisierung, Zellfusion und Selektion erneut in Gang gesetzt werden muss, 
wodurch die Gewinnung eines neuen monoklonalen Antikörpers langsam und aufwendig 











der Maus oder von der Ratte stammen und daher bei Verabreichung an den Menschen selbst 
immunogen wirken, was bei länger dauernder Verabreichung anaphylaktische Reaktionen 
oder eine beschleunigte Entfernung aus der Zirkulation auslösen kann. Aus diesem Grund 
sind xenogene Antikörper für eine Dauertherapie ungeeignet. 
Diese Tatsache führte schon bald nach der Einführung der Methode zu Versuchen, humane 
monoklonale Antikörper zu erzeugen. Es erwies sich jedoch bald, dass die Fusion 
menschlicher B-Zellen mit Mäusemyelomzellen nicht zum gewünschten Erfolg führte. Zum 
einen waren die Ausbeuten an produziertem Antikörper sehr gering und zum anderen gingen 
den heterospezifischen Fusionszellen die für die Antikörperbildung relevanten menschlichen 
Chromosomen sehr schnell wieder verloren, so dass keine stabilen Hybridome selektiert 
werden konnten. Um diese Probleme zu meistern, wurden Methoden entwickelt, die murinen 
konstanten Regionen der Antikörper auf gentechnischem Weg durch die korrespondierenden 
konstanten Regionen humaner Immunglobuline zu ersetzen. Die auf diese Weise veränderten 
Immunglobuline werden als chimärische Antikörper bezeichnet. 
Noch weiter gehende Veränderungen ersetzten nicht nur die konstanten Domänen der 
Antikörper durch ihre humanen Äquivalente, sondern tauschten auch noch die „Framework“-
Bereiche der V-Teile von Immunglobulin-H- und L-Ketten gegen entsprechende Bereiche aus 
humanen Genen aus. Bei derart veränderten Molekülen spricht man von humanisierten 
Antikörpern. Diese Techniken sind jedoch nicht ohne Nachteile. So kann die Einführung 
menschlicher Genabschnitte zu einer Änderung in der Faltungsgeometrie der 
Antigenbindungsstelle führen, was unter Umständen zu massiven Titerverlusten oder gar zur 
völligen Aufhebung der Antigenbindung führen kann. Auch derart veränderte Antikörper 
vermögen noch eine gewisse Restimmunogenizität auszuüben, die eine Langzeitbehandlung 
oder wiederholte Anwendung solcher Antikörper mit Risiken belastet. 
 
In neueren Publikationen wird die Erezeugung transgener Mäuse beschrieben, die 
menschliche Genabschnitte tragen und in der Lage sind, humane Antikörper zu bilden 
(Brüggemann et al., 1996). Es darf jedoch bezweifelt werden, dass mit diesem Ansatz 
genügend große Mengen an Antikörpern hergestellt werden können, um einen 
therapeutischen Einsatz zu ermöglichen. Karpas und Mitarbeitern ist es gelungen, stabile 
humane Hybridome zu entwickeln, die konstant große Antikörpermengen bilden (Karpas et 
al., 2001). Die Schwierigkeit dieses Ansatzes dürfte darin liegen, genügend geeignete B-
Zellen zu isolieren, um Fusionen durchzuführen. Aus ethischen Gründen müssen 
Immunisierungen von Menschen mit virulenten Erregern (z.B. AIDS-Virus, Ebola-Virus, 
Hanta-Virus) unterbleiben. 
 
Als alternative Möglichkeit zur Hybridomtechnik wurde die „phage display“-Methode 
entwickelt. Bei dieser Methode benutzt man filamentöse Phagen, in deren Genom Fragmente 
von humanen Immunglobulin-Ketten eingebaut sind. Die Phagen exprimieren dann in den 
Filamenten Teile von Antikörpern. Meist werden VL – und VH  -Ketten, verbunden durch ein 
kurzes, ebenfalls im Gen kodiertes Peptid, auf der Oberfläche der Filamente exprimiert. 
Derartige Konstrukte nennt man scFv-Antikörper (Huston et al., 1988). Auf diese Weise 
entsteht eine Genbank antigenbindender Fragmente, die auf die Bindung mit dem als Antigen 











Membranen gebundenen Proteinen geschehen (Liu et al., 2002). Sind die entsprechenden, das 
bindende Antikörperfragment tragenden Phagen selektiert, können sie in einem Bakterium 
vermehrt und die antigenbindenden Fragmente in großen Mengen produziert werden. Mit 
dieser Methode wurden bereits mehrere hochaffine Antikörper hergestellt (Griffiths et al., 
1993). 
Der Aufbau und die Handhabung einer solchen Genbank ist jedoch kompliziert und erfordert 
Erfahrung. Da für den Aufbau der Genbank jedoch Keimbahngene verwendet werden, haftet 
den solcherart produzierten Antikörperfragmenten ein entscheidender Nachteil an. Ihre 
Affinität geht nicht durch den Prozess der Affinitätsreifung, d.h. ein ursprünglich mit 
durchschnittlicher Bindungskonstante bindender Antikörper kann nicht durch den Prozess der 
somatischen Mutation zu einem hochaffinen Antikörper ausreifen. Hat also ein durch „phage 
display“ ausgewähltes Antikörperfragment nicht per se eine hohe Bindungskonstante, wird es 
sehr schwierig, wenn nicht unmöglich, hochaffine Antikörper zu isolieren. Ein weiterer 
Nachteil der scFv –Fragmente ist ihre kurze Halbwertszeit in vivo. Komplette 
Antikörpermoleküle haben auf Grund ihrer Fc-Teile eine viel längere Halbwertszeit (IgG z.B. 
22 Tage), da sie an den neonatalen Rezeptor binden (Simister und Mostov, 1989) und dadurch 
auch einer schnellen Proteolyse im Gefäßendothel entgehen. Zudem ist der Fc-Teil der 
Antikörper für mehrere periphere Effekte, wie Opsonisierung, Komplementbindung und 
Rezeptorbindung verantwortlich, die beim Vorgang der Immunabwehr von 
ausschlaggebender Bedeutung sein können. Im „phage display“-Verfahren hergestellte scFv-
Fragmente besitzen diese Eigenschaften nicht, woraus ihre eingeschränkte therapeutische 
Verwendbarkeit resultiert. Von Simmons und Mitarbeitern wurde kürzlich über eine neue 
Methode der Antikörperherstellung berichtet, die auch die Produktion von kompletten 
Antikörper-Molekülen in E.coli gestattet (Simmons et al., 2002). 
 
Neben diesen allgemeingültigen Besonderheiten bei der Entwicklung und beim Umgang mit 
monoklonalen Antikörpern sind auch noch einige andere generelle Gesichtspunkte der 
Beachtung wert. Antikörper, die aufeinander folgende Aminosäuren einer Proteinkette 
erkennen, können mit anderen Proteinen mit gleicher oder sehr ähnlicher Sequenz 
kreuzreagieren. Dies ist besonders dann der Fall, wenn es sich um hochkonservierte Proteine 
handelt. Monoklonale Antikörper können isoelektrische Punkte haben, die nahe am pH-Wert 
der eingesetzten Pufferlösungen liegen. Solche Antikörper neigen zum Präzipitieren und 
müssen in anderen Pufferlösungen verdünnt oder angesetzt werden. Bei Western-Blots ist 
darauf zu achten, dass alle im Gel enthaltenen Detergenzien die Bindung der monoklonalen 
Antikörper stark herabsetzen oder auch ganz aufheben können. Daher muss bei solchen 
Versuchen auf Detergenzienfreiheit geachtet werden. Trotz dieser Einschränkungen sind 
monoklonale Antikörper unentbehrliche Hilfsmittel in vielen Forschungslabors geworden. Sie 
sind auch Grundlage dieser Arbeit, die sich auf die Charakterisierung von Proteinen im 
neurologischen Apparat des Zebrafischs konzentriert. Im Folgenden werden die mit den neu 


















Aus den Immunisierungen mit Zebrafisch-Gehirnen wurden 6 monoklonale Antikörper 
isoliert, die in Zebrafischembryonen mit der Neuralanlage, dem Rückenmark und der Retina 
reagierten. Die Antikörper zeigten auch mit Mäusehirn eine Kreuzreaktion. Mittels dieser 
Antikörper ließen sich in der SDS-Elektrophorese zwei Proteinbanden mit 
Molekulargewichten von 180 und 100 Kilodalton spezifisch anfärben. Diese Banden wurden 
aus dem Gel ausgeschnitten, reduziert und alkyliert und anschließend tryptisch verdaut. Die 
massenspektrometrische Analyse ergab trotz der sehr geringen Proteinmenge mehrere 
Peptide, die sich mittels einer Kombination von nano-LC und Ionenfallen/MS/MS trennen 
und identifizieren ließen. Die ermittelten Peptidsequenzen wurden mit Hilfe des Mascot-
Suchprogramms als Bestandteile des Tenascin R identifiziert. 
 
Tenascin R gehört zu der großen Gruppe der Adhäsionsmoleküle (Chiquet-Ehrismann, 2004). 
Alle diese Proteine sind Bestandteile der extrazellulären Matrix und spielen eine 
entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung eines multizellulären Organismus. Besonders 
wichtig sind die Proteine der extrazellulären Matrix für die Funktion des zentralen 
Nervensystems der Vertebraten. Spezifische Interaktionen zwischen Membrankomponenten 
der neuronalen Zellen und der extrazellulären Matrix sind die Voraussetzung für die 
Ausbildung von Synapsen und anderer Strukturen. Jedoch auch bei der Verhinderung von 
Zell-Zell-Kontakten und bei der Zellabstoßung spielen die Proteine der extrazellulären Matrix 
eine entscheidende Rolle (Keynes und Cook, 1992). 
 
Bisher wurden fünf miteinander verwandte Tenascine beschrieben: Tenascin C (TN-C), 
Tenascin R (TN-R), Tenascin X (TN-X), Tenascin Y (TN-Y) und Tenascin W (TN-W) 
(Erickson, 1993, Joester und Faissner, 2001). Alle Tenascine zeigen einen ähnlichen 
modularen Aufbau (s. Abbildung 4-1). Einem cysteinreichen N-Terminus mit mehreren 
wiederholten Heptaden folgt ein Abschnitt mit einer variablen Anzahl von EGF-(Epidermal 
growth factor) ähnlichen Modulen und mehreren Fibronectin-Typ-III-(FNIII) ähnlichen 
Abschnitten. Am Carboxyterminus der Tenascine finden sich Aminosäuresequenzen, die zu 
Fibrinogen-β- und γ-Ketten homolog sind (s. Abbildung 4-1). TN-C ist in der Lage, sich über 
Disulfidbrücken zu Hexameren zusammenzulagern. TN-R kann Trimere bilden. Eine weitere 
Variabilität wurde bei der intensiven Analyse der FN-III-Domänen mit RT-PCR entdeckt. Es 
stellte sich heraus, dass durch alternatives Spleißen zusätzliche Kassetten in das Tenascin C 
eingeführt werden können (Sriramarao und Bourdon, 1993, Tucker et al., 1994, Mighell et. 
al., 1997). Auf diese Weise entstehen unterschiedlich große Moleküle. Es wird vermutet, dass 
die wechselnden Kassetten in der FN-III-Region unterschiedliche Funktionen ausüben 
(Joester und Faissner, 2001). Im Folgenden werden die wichtigsten Tenascine und ihre 

















Abbildung 4-1: Domänenstruktur der Proteine der Tenascin-Gruppe (Mensch, Schwein, Maus, Huhn, 
Wassermolch). Die gemeinsame Fibronektin-III-Domäne, die alle Transkripte des Tenascin C und Tenascin R 
aufweisen, ist mit 1-5 und 6-8 gezeichnet. Das humane Tenascin C zeigt die höchste Zahl an alternativen 




4.1.1 Tenascin C (TN-C) 
Tenascin C war das erste der Tenascine, das Anfang der achtziger Jahre von mehreren 
Laboratorien in immer anderen Zusammenhängen beschrieben und mit vielen Synonymen 
benannt wurde (Erickson, 1993). Die erste publizierte Sequenz wurde 1989 publiziert und als 
Cytotactin beschrieben (Jones et al., 1989). Inzwischen werden alle Proteine, die die oben 
skizzierten Strukturmerkmale tragen, als Tenascine bezeichnet. Tenascin C ist ein großes, 
komplexes Glycoprotein der extrazellulären Matrix. Tenascin C wird in vielen Geweben 
exprimiert, wie in der Entwicklungsphase des Gehirns, im Knorpelgewebe und Mesenchym, 
im Gewebe bestimmter Tumoren, aber auch bei der Wundheilung und bei Entzündungen. In 
sich entwickelnden neuronalen Geweben folgt die Expression der Tenascine C und R 
bestimmten zeitlichen und räumlichen Mustern. Tenascin C ist schon am Tag 10 im sich 
entwickelnden Nervensystem der Maus nachzuweisen. Das Molekül wird hauptsächlich von 
unreifen und reaktiven Astrozyten und einer Subpopulation der radialen Gliazellen gebildet. 
Auch einige Bereiche des Hippocampus und einige motorische Neurone des Rückenmarks 
exprimieren das Molekül (Kawano et al., 1995). Tenascin C ist in Prozesse der 
Morphogenese, wie Axonwachstum (Lochter et al., 1994), die Verteilung von 
Oligodendrocyten und Zellmigration einbezogen (Halfter et al,, 1989). Tenascin C fördert die 
Regeneration von Nerven. So zeigt sich ein hohes Expressionsniveau des Proteins während 










(Martini et al., 1990), während es am Ende der Regeneration abnimmt. Ein ähnliches 
Expressionsmuster wurde auch bei Denervation und Reinervation der neuromuskulären Platte 
beobachtet (Sanes et al., 1986; Gatchalian et.al., 1989). Auch beim Wachstum neuronaler 
Fasern scheint Tenascin C beteiligt zu sein. So nimmt die Tenascin-Expression beim 
Wachstum des Tractus opticus des Huhns zu (Crossin et al., 1986). 
 
Hohe Expression von Tenascin C wurde an der Grenzschicht zwischen Stroma und Tumor bei 
einer ganzen Anzahl von Tumoren gefunden, wie Prostatakarzinom (Xue et al., 1998), 
Kolorektale Tumoren (Riedl et. al., 1997), Hirntumoren (Zagzag et.al., 1995, 1996), oralen 
Karzinomen (Ramos et al., 1998) und Mamma-Karzinom (Howeedy et al., 1990). Einige 
Autoren argumentieren, dass Tenascin C als Barriere für das weitere Vordringen des Tumors 
ins Gewebe wirkt, während andere in den anti-adhäsiven Eigenschaften des Moleküls 
stimulierende Eigenschaften für die Ausbreitung und letztendlich die Metastasierung der 
Karzinome sehen (Mai et al., 2002). 
 
Ein in der modernen molekularbiologisch-genetisch orientierten Forschung häufig 
angewandtes Verfahren zur Testung der Funktion bestimmter Gene ist die Erzeugung von 
„knockout“-Mutanten. Meist arbeitet man dabei im Mäusemodell. Auch für das Tenascin C 
wurden derartige TN-C-/- Mutanten erzeugt (Saga et al., 1992, Forsberg et al., 1996). Zur 
großen Überraschung zeigten sich die für Tenascin C defizienten Mäuse lebensfähig und 
fertil. Es war kein offensichtlicher abnormaler Phänotyp ausgeprägt. Es wird diskutiert, ob 
nicht die anderen paralogen Proteine der Tiere die Funktion der disrumpierten Gene ganz oder 
teilweise ersetzen können. Es besteht also immer noch eine gewisse Unsicherheit in der 




4.1.2 Tenascin R (TN-R) 
Tenascin R wurde unter dem Namen Restrictin erstmals beim Huhn (Rathjen et al., 1991) und 
als J1-160/180 bei der Ratte (Pesheva et al., 1989) beschrieben. Die Sequenzen beider 
Proteine wurden bestimmt (Nörenberg et al., 1992, Fuss et al., 1993). Alternatives Spleißen 
führt zur Ausbildung von 2 Formen des TN-R mit Molekulargewichten von 160 kDa und 180 
kDa. Die Moleküle lassen sich im Gegensatz zum TN-C nur im Zentralnervensystem 
nachweisen (Pesheva et al., 1989). Mit immunhistochemischen Methoden wurde 
nachgewiesen, dass das 160 kDa große Molekül hauptsächlich in der Molekularschicht der 
Kleinhirnrinde ausgeprägt wird, während die 180 kDa große Variante vorwiegend in der 
weißen Substanz und der Körnerschicht der Kleinhirnrinde vorkommt. Die höchste 
Expression des TN-R findet sich während der Embryonalentwicklung des ZNS. Im adulten 
Organismus ist die Expression geringer und findet sich in Oligodendrozyten und 
inhibitorischen Interneuronen des Kleinhirns, in bestimmten Bereichen des Hippocampus, in 
motorischen Neuronen des Rückenmarks und in der Retina (Fuss et al., 1993). Die 
extrazelluläre Matrix (ECM) des Nervensystems beeinflusst das Zusammenspiel von 
neuronalen und Gliazellen, hat regulierende Wirkung auf die Zellmigration, das Überleben 
der Zellen, die Zelldifferenzierung, das Aussprossen von Axonen und die Bildung von 










Zusammenwirken der Tenascine mit Proteoglycanen der extrazellulären Matrix eine 
bedeutende Rolle. Zu den wichtigen Proteoglycanen in der ECM des Nervensystems zählen 
Brevican, Neurocan und Phosphacan (Brückner et al., 2003). Es gibt Hinweise darauf, dass 
sich die Funktion von TN-R durch spezifische Glykosylierung verändert (Woodworth et al., 
2002, 2004). Die funktionelle Analyse von TN-R an „knockout“-Mutanten führte wie bei TN-
C nicht zu einem auffälligen Phänotyp. Die Mäuse waren vital und pflanzten sich fort. 
Subtilere Analysen elektrophysiologischer Parameter und des Verhaltens ergaben jedoch 
Abweichungen in der Nervenleitgeschwindigkeit, der Erregbarkeit im Hippocampusbereich, 
sowie Störungen der Feinmotorik und ein verstärktes Angstverhalten (Weber et al., 1999, 
Freitag et al., 2003, Brenneke et al., 2004, Gurevicius et al., 2004). Wegen der vermuteten 
Redundanz zwischen den verschiedenen Tenascinen wird eine endgültige Antwort auf die 
Frage nach der Funktion dieser Moleküle wohl erst möglich sein, wenn es gelingt Tiere 




4.1.3 Tenascin X (TN-X) 
TN-X ist das größte Tenascin mit über 400 kDa Molekulargewicht. Sein modularer Aufbau ist 
dem der anderen Tenascine ähnlich. Es findet sich ubiquitär in humanen fetalen Geweben, 
wie Skelett, Herz- und glatter Muskulatur und in den fetalen Testes (Bristow et al., 1993). 
TN-X wurde auch im peripheren Nervensystem (Endo- und Perineurium) nachgewiesen. Die 
Funktion dieses Proteins wird nach wie vor kontrovers diskutiert. Sie reicht von einer 
minimalen Funktion bis zur Verhinderung der Invasion maligner Zellen (Matsumoto et al. 
2002, Minamitani et al., 2002).  
 
 
4.1.4 Tenascin Y und Tenascin W 
Tenascin Y wurde als neues Molekül beschrieben, das von differenzierten Fibroblasten des 
Muskels sezerniert wird. Es enthält neben den für die Tenascine bekannten EGF- und FNIII-
Repetitionen ein neues strukturelles Element, die SPX-Domäne (Hagios et al., 1996). TN-Y 
wurde inzwischen auch im sich entwickelnden ZNS und im peripheren Nervensystem 
nachgewiesen (Faissner, 1997, Tucker et al., 1999). Tenascin W ist ein verwandtes Molekül, 
das aus dem Zebrafisch isoliert wurde (Weber et al., 1998). Über die Funktion von beiden 






Dieses Protein wurde von einem der monoklonalen Antikörper erkannt. Der Antikörper färbte 
in drei Tage alten Zebrafischembryonen Strukturen im Gehirn, im Rückenmark und der 
Retina an. Die Muskulatur wurde schwach angefärbt. Das Protein wurde aus einem Totallysat 
des Zebrafischs immunpräzipitiert, das Immunpräzipitat in Probenpuffer solubilisiert und in 











Proteinbanden wurden ausgeschnitten, einem tryptischen Abbau unterworfen und die Peptide 
eluiert. Die Peptide wurden massenspektrometrisch an einem MALDI-TOF-
Massenspektrometer vermessen und das Protein mit dem Mascot-Suchprogramm identifiziert. 
Die im Massenspektrometer aufgefundenen Peptide deckten etwa 25% der Sequenz des 
Zebrafisch-Plasticins ab und waren damit hochsignifikant. 
 
Plasticin gehört zu der großen Gruppe der intermediären Filamente. Der Name bezieht sich 
auf den charakteristischen Durchmesser der Filamente von 8-10 nm, der zwischen demjenigen 
von Aktinfilamenten (6 nm) und von Mikrotubuli (24 nm) liegt. Die intermediären Filamente 
sind in 5 Klassen aufgeteilt (Cooper et al., 1996, Reimer et al., 1991). Die intermediären 
Filamente sind im Zytoplasma aller Zellen ubiquitär verbreitet und bilden in verschiedenen 
Kombinationen das Zytoskelett. Auch in neuronalen Geweben finden sich intermediäre 
Filamente und werden hier als Neurofilamente bezeichnet. Aggregate von Neurofilamenten 
werden bei mehreren Erkrankungen des ZNS, wie Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson und 
bei der amyotrophen Lateralsklerose, als sogenannte Lewy-Körper beobachtet (Yen et al., 
1986). Es ist jedoch noch immer unklar, ob sie in der Pathogenese dieser Krankheiten eine 
Rolle spielen. 
 
Neurofilamente gehören zu den intermediären Filamenten. Neuronale intermediäre Filamente 
sind Heteropolymere, die aus verschiedenen Untereinheiten bestehen, bestimmte 
biochemische Eigenschaften und ein definiertes Expressionsmuster haben. Zu den neuronalen 
intermediären Filamenten gehören α-Internexin, Peripherin, Nestin, Vimentin, Desmin, sowie 
NF-L, NF-M und NF-H. Als erstes der Neurofilamentproteine wurde NF beschrieben 
(Hoffman und Lasek, 1975). Es ist reichlich in den großen myelinisierten Axonen vorhanden. 
Das Neurofilamentprotein ist aus drei Polypeptiden aufgebaut, die entsprechend ihrer 
Molekulargewichte als NF-L (light), NF-M (moderate) und NF-H (heavy) bezeichnet werden. 
Diese drei Polypeptide sorgen durch ihren obligaten Aufbau für einen bestimmten 
Durchmesser des Axons, was als wichtig für die Nervenleitgeschwindigkeit angesehen wird. 
Bei den Säugetieren werden in der frühen Entwicklung der neuronalen Zellen zunächst die 
Keratine K8 und K18 exprimiert, darauf folgt eine transiente Expression von Nestin (Lendahl 
et al., 1990) und Vimentin (Cochard und Paulin, 1984). In postmitotischen Neuronen hört die 
Expression von Vimentin und Nexin auf, und die Bildung der Neurofilament-Triplettproteine 
NF-L, NF-M und NF-H beginnt und steigert sich während der weiteren 
Embryonalentwicklung und postnatal (Shaw und Weber, 1982, Cochard und Paulin, 1984). 
Zwei weitere Proteine, α-Internexin (Kaplan et. al., 1990) und Peripherin (Portier et al., 
1983/84), kommen in ausdifferenzierten Neuronen im zentralen und peripheren Nervensystem 
vor. α -Internexin wurde erstmals aus dem Nervus opticus der Ratte isoliert (Fliegner et 
al.,1990). α-Internexin ist zur Ausbildung von Homopolymeren fähig (Kaplan et al., 1990). In 
ausgereiften Neuronen des ZNS sind α-Internexin und NF-L in etwa gleich verteilt. Neuronen 
mit kurzen Axonen exprimieren viel α-Internexin, während Neurone mit langen Axonen 
vorwiegend NF-Proteine haben (Kaplan et al., 1990, Fliegner et al., 1994). 
 
Peripherin wurde erstmals als ein 56-57 kDa großes Protein aus Neuroblastom-Zellen und der 
PC12-Zelllinie (Phaeochromocytom) isoliert (Portier et al., 1983/84, Parysek und Goldman, 










sensorischen Nerven, des N. sympathicus und in den motorischen Kernen der Hirnnerven III-
VII, X und XII, sowie in Motoneuronen des ventralen Horns des Rückenmarks exprimiert 
(Troy et al., 1990a, 1990b) Es wird vermutet, dass die verschiedenen Verteilungsmuster der 
Neurofilamentproteine während der Embryonalentwicklung und bei adulten Organismen 
etwas mit den Bedingungen der axonalen Wachstumsphase zu tun haben (Glasgow et al., 
1992, 1994, Zhao und Szaro, 1997). 
 
Die neuronalen Filamente der Nichtvertebraten sind denen der Vertebraten homolog. Es 
wurden jedoch bisher zwei Ausnahmen beschrieben. Goldfisch und Zebrafisch exprimieren 
kein Peripherin, sondern ein homologes Protein - das Plasticin. Xenopus laevis exprimiert in 
Axonen und neuralen Wachstumskoni ein nIF-ähnliches Protein, das Tanabin (Hemmati-
Brivanlou et al., 1992). Plasticin gehört zu den Neurofilament-Proteinen und ist das 
Peripherin-Homolog der Nichtvertebraten (Gervasi et al., 2000). Im Gegensatz zu Peripherin, 
das Homopolymere bilden kann (Cui et al., 1995), fehlt dem Plasticin diese Fähigkeit (Asch 
und Schechter, 2000). Die Expression von Plasticin nimmt während der axonalen 
Regeneration zu (Oblinger et al., 1989). Canger et al. haben (1998) die Plasticinexpression 
während der Embryonalentwicklung des Zebrafischs untersucht. Plasticin wird in den 
retinalen Ganglienzellen während des axonalen Wachstums exprimiert. In späteren 
Entwicklungsphasen erscheint es auch in den Hirnnerven. Bei Verletzung des Nervus opticus 
des Zebrafischs und des Goldfischs zeigte sich eine Erhöhung der mRNS-Spiegel für Plasticin 
und Gefiltin in der Retina der Fische. Das Plasticin steigt nach einer Verletzung schnell an 
und erreicht ein Maximum um den 20. Tag. Das Gefiltin steigt später an mit einem Maximum 
etwa um den 40. Tag nach Setzen der Verletzung. Danach sinken die Spiegel wieder auf das 
Basalniveau ab. Beide neuronale intermediäre Filamente scheinen demnach bei der 
Axogenese eine integrale Rolle zu spielen (Asch et al., 1998). Außerdem findet sich eine 
Altersabhängigkeit in der Expression des Plasticins. Junge retinale Ganglienzellen, die sich in 
der peripheren Netzhaut befinden, exprimieren Plasticin, während ältere Zellen in der Mitte 
der Retina kein Plasticin enthalten (Fuchs et al., 1994, Glasgow et al., 1992). Gefiltin findet 
sich hingegen nicht in jungen, sondern in ausgereiften Retinazellen (Glasgow et al., 1994). 




4.3 TOPAP   
 
 
Unter den spezifisch mit neuronalen Geweben reagierenden monoklonalen Antikörpern fand 
sich ein monoklonaler Antikörper, der sowohl mit embryonalen als auch adulten Hirnen und 
Rückenmark und mit Retina reagierte. Das Protein wurde in einer Genbank in Lambda-
Phagen als ein homologes Protein zum TOPAP-Protein identifiziert. Es wies in der 
Aminosäuresequenz eine 99%ige Identität auf. Dieses Protein ist nahe verwandt mit den 
sogenannten Sarcolemm-assoziierten Proteinen (SLAPs), mit denen es bis zu 76% identisch 
ist. Diese Proteine sind vorwiegend im Herzmuskel und in der glatten Muskulatur 
nachzuweisen, Sie befinden sich sowohl in der Plasmamembran als auch in internen 
Membranen der Zelle. Es wird vermutet, dass sie eine wesentliche Rolle bei Zell-Zell-
Interaktionen spielen (Wigle et al., 1997, Wielowieyski et al., 2000). Eine genauere 











Von den 17 mit neuronalen Organen des Zebrafischs reagierenden monoklonalen Antikörpern 
reagierten 2 Antikörper mit Randbezirken der Gehirn- und Rückenmarksanlage in 1 Tag alten 
Zebrafischembryonen. Auch bei älteren Embryonen und adulten Tieren war die 
immunhistochemische Anfärbbarkeit auf Gehirn, Rückenmark und Retina beschränkt. 
Kreuzreaktionen mit den Organen anderer Spezies wurden nicht beobachtet. Mittels 
Expression des Zebrafischgenoms in einer Genbank wurde das zugrunde liegende Protein als 
das VAT-1-Protein des Zebrafischs identifiziert. 
 
Das Vat-1-Protein wurde erstmals aus dem elektrischen Organ des pazifischen Zitterrochens 
(Torpedo californica) isoliert und sequenziert (Linial et al., 1989). Vat-1 ist ein 41 kDa 
großes Protein, dass sich in den synaptischen Vesikeln des elektrischen Organs befindet. Das 
Protein weist eine ATP- und Ca2
+-Bindungsfähigkeit, sowie eine moderate ATPase-Aktivität 
auf (Linial und Levius, 1993a, Levius und Linial, 1993). Das Vat-1-Protein bildet mit anderen 
Proteinen der synaptischen Membran einen hochmolekularen Komplex mit einem 
Molekulargewicht von 176 kDa (Linial, 1993). Die synaptischen Vesikel sind 
Speicherorganellen der Nervenenden, die eine große Rolle in der Überleitung von neuronalen 
Signalen und bei der Aufrechterhaltung des elektrochemischen Gradienten entlang der 
synaptischen Membran spielen. Vorgänge wie Ladung, Speicherung und Ausschüttung von 
Neurotransmittern sind an Membranproteine der synaptischen Vesikel gebunden. Mehrere 
Proteine der Vesikelmembran wurden identifiziert, wie z.B. p65 Synaptotagmin (Wendland et 
al., 1991), VAMP/Synaptobrevin (vesicle-associated membrane protein 1) (Trimble 
et.al.,1988), GTP-bindendes Protein (Ngsee et al.,1990) und Synaptophysin (Cowan et al., 
1990). Die Rolle der Einzelproteine im Prozess der Signalübertragung an den Synapsen und 
die Funktion von Vat-1 in diesem Kontext ist jedoch derzeit noch nicht geklärt. 
 
Bei der Suche nach homologen Proteinen bei Säugern gelang es, aus Zellen des Ehrlich-
Aszites-Tumors der Maus ein Protein zu isolieren, das 53%ige Identität mit dem Protein des 
Zitterrochens hat (Hayess et al., 1998). Auch ein menschliches homologes Protein wurde 
identifiziert. Es wurde bei der Sequenzierung des BRCA1-Gens in der Nähe dieses Locus 
entdeckt (Friedman et al., 1995). BRCA1 zeigt chromosomale Instabilität und prädisponiert 
für die Entstehung von Mamma- und Ovarialkarzinomen (Hall et al., 1992). Es ist bisher nicht 
bekannt, ob das Vat-1-Gen ähnliche chromosomale Instabilitäten zeigt. Bei 
Datenbankvergleichen des murinen und des humanen Vat-1-Homologs ergab sich eine 
mäßige Verwandtschaft (26-27% Identität) zum zeta-Kristallin der Augenlinse (Linial , 1993). 
Das Vat-1-Protein der Säuger bildet eine Subgruppe der Protein-Superfamilie mittellanger 
Dehydrogenasen/Reduktasen (Persson et al., 1994). Die Repräsentation dieser 
Verwandtschaftsverhältnisse ist im Stammbaum der Abbildung 4-2 wiedergegeben. Eine 
definierte Funktion für das Vat-1-Protein der Säuger ist bisher nicht beschrieben. Eine neuere 
Arbeit weist auf eine Funktion des humanen VAT-1 bei der Bildung von Keratinozyten hin 












      
 
Abbildung 4-2: Phylogenetischer Baum der Gruppe der Dehydrogenasen/Reduktasen, erstellt anhand der 
Sequenzanalyse. (aus Persson et al., 1994). 
 
 
4.5 Kreuzreagierende Monoklonale Antikörper  
 
 
Außerhalb des Rahmens dieser Doktorarbeit waren monoklonale Antikörper gegen Antigene 
verschiedener Herkunft hergestellt worden. Im Rahmen der Dissertation wurden etwa 170 
Antikörper auf Kreuzreaktionen mit neuronalen Strukturen beim Zebrafisch getestet. Fünf 
Antikörpergruppen, die dieses Verhalten zeigten, wurden ausgewählt und auch an 8 anderen 
Spezies (Huhn, Hund, Kaninchen, Katze, Schwein, Maus, Ratte, Rind) auf Kreuzreaktivität 
untersucht. Als Antigene dienten das ZBP-89- Protein (Transkriptionsfaktor des Epstein-Barr-
Virus), die ε-Kette der humanen Proteinkinase C, die A-Kette der humanen Phosphatase 2A, 
das humane PAX9-Protein (Transkriptionsfaktor) und das DNA-Bindungsprotein PUR alpha 
(mit besonderer Affinität für Replikationsursprünge). Die meisten Antikörper reagierten mit 
dem Hirngewebe aller getesteten Spezies. Die Anfärbung in Kleinhirnarealen war etwas 
ausgeprägter als im Großhirn. Einzelne Antikörper gegen PAX9 reagierten nicht mit 










Zur Erzeugung von monoklonalen Antikörpern gegen dieses interessante Protein, das mit der 
Pathogenese des Morbus Parkinson in Zusammenhang  gebracht wird, wurde ein anderer 
Immunisierungsweg beschritten als bei den Versuchen mit Zebrafischen. Je 2 Mäuse und 2 
Ratten wurden mit einem Fusionsprotein des Parkins immunisiert. Das Antigen war am N-
Terminus mit einer His-Sequenz versehen und war in 8 Molarem Harnstoff gelöst. Alle 
Fusionen mit Milzzellen der Maus führten zu Klonen, die keine spezifischen Antikörper 
bildeten. Aus über 800 getesteten Klonen konnten nur 3 Klone isoliert werden, die nicht mit 
E.coli-Proteinen reagierten. Alle 3 Antikörper reagierten mit Parkin im Western-Blot. Das 
Parkin war als Fusionsprotein mit einer myc-Markierung exprimiert. Die histochemische 
Analyse an Gehirnschnitten von Menschen und anderen Spezies verlief jedoch enttäuschend. 
Zwei der Antikörper reagierten mit keinem der getesteten Schnitte. Ein Antikörper färbte 
einzelne Zellen im menschlichen Gehirn, die in ihrer Verteilung aber nicht dem Muster 
entsprachen, wie es für das Parkin erwartet wurde. 
 
Der Morbus Parkinson ist mit einer Prävalenz von 1% bei den 65-Jährigen und 4-5% bei den 
85-Jährigen die zweithäufigste neurodegenerative Erkrankung des Menschen. Die Krankheit 
kann entweder sporadisch (idiopathisch) oder familiär gehäuft mit genetischen Hintergrund 
auftreten. Dieses familiär gehäufte Auftreten der Krankheit bietet die Möglichkeit, die mit der 
Krankheit verknüpften Genorte genauer zu definieren. Beim Morbus Parkinson sind bisher 10 
solcher Genorte bekannt (Dawson und Dawson, 2003), die mit PARK1 bis PARK10 
bezeichnet werden. Bisher wurden autosomal dominante, aber auch autosomal rezessive 
Erbgänge festgestellt. Während sporadische Fälle von Morbus Parkinson Erkrankungen des 
höheren Lebensalters sind, zeigen sich die erblichen Formen oft schon in früheren 
Lebensabschnitten. Während die Pathogenese des sporadischen Morbus Parkinson noch 
weitgehend ungeklärt ist, kommen Mutationen als Mechanismus für die erblichen Formen der 
Krankheit in Frage. Autosomal dominante Erbgänge der Krankheit sind bisher auf wenige 
Familien mit Morbus Parkinson beschränkt. Häufiger ist der autosomal rezessive Erbgang, 
wie er für die Genorte PARK2, PARK6 und PARK7 beschrieben ist (Dawson und Dawson, 
2003, Valente et al., 2001). Nicht allen Genorten sind bisher auch spezifische Gene 
zugeordnet. Für Genorte, wo ein solcher Zusammenhang existiert, folgt eine kurze 
Beschreibung der Gene und ihres vermutlichen Zusammenhangs mit dem Morbus Parkinson. 
 
 
4.6.1 α-Synuklein (PARK1) 
α-Synuclein ist ein Protein, das mit den synaptischen Vesikeln assoziiert ist (Maroteaux et al., 
1991). Das Protein besteht aus 140 Aminosäuren, enthält unvollständige Heptamer-
Wiederholungen am N-Terminus, einen anschließenden hydrophoben Bereich und eine saure 
carboxyterminale Region (Clayton und George, 1998). Beim Menschen wurden 3 
verschiedene Synucleine (α-, β-, und γ-Synuclein) nachgewiesen, die von 3 verschiedenen 
Genen repräsentiert werden. Synucleine sind ubiquitäre Hirnproteine, deren physiologische 
Funktionen noch unbekannt sind. Eine Mutation des α -Synucleins (A53T) wurde in einigen 










Parkinson verbunden. (Polymeropoulos et al., 1997). Mutanten und proteolytische 
Abbauprodukte des α-Synukleins neigen zur Aggregation und Fibrillenbildung und sind 
Bestandteil der Lewy-Körperchen und Lewy-Neuriten, die in degenerierten neuronalen Zellen 
beim idiopathischen Morbus Parkinson gefunden werden (Frautschy et al., 1998, Dawson und 
Dawson, 2003, Giasson und Lee, 2003). Fragmente des α -Synucleins wurden auch in den 
senilen Plaques bei Morbus Alzheimer gefunden (Ueda et al., 1993). Es ist jedoch nicht klar, 
ob mit diesem Befund eine aktive Rolle des Proteins in der Pathogenese des Morbus 
Alzheimer verbunden ist. 
 
 
4.6.2 Parkin (PARK2) 
Das Parkin-Gen wurde bei der Analyse  einer Erbkrankheit in der japanischen Population 
beschrieben, die mit autosomal rezessivem Erbgang zum Einsetzen des Morbus Parkinson 
schon in frühen Jahren führt (Kitada et al., 1998). Das Protein, das von diesem Gen kodiert 
wird, besteht aus 465 Aminosäuren. Es enthält am N-Terminus eine Ubiquitin-ähnliche 
Domäne (Ubl), gefolgt von einem Mittelabschnitt und zwei RING-Fingermotiven am 
Carboxyterminus, die durch ein IBR-(in between RING-fingers) Modul getrennt sind. Parkin 
besitzt eine E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivität. Als Substrate wurden CDCrel-1, Synphilin-1 und 
Pael-R identifiziert (Giasson und Lee, 2003, Dawson et Dawson, 2003). Parkin kann mit 
seiner Ubl-Domäne direkt an das 26S-Proteasom binden (Sakata et al., 2003). Damit wird 
wahrscheinlich, dass Parkin eine entscheidende Rolle bei der Bindung verfalteter oder 
aggregierter Proteine spielt, indem es sie ubiquitiniert und dem Abbau durch das Proteasom 
zuführt (Imai et al., 2000, Dawson und Dawson, 2003, Giasson und Lee 2003, Cookson, 
2003). Mutationen im Parkin, die zu verminderter Aktivität  oder zum Funktionsausfall 
führen, hätten eine Ansammlung verfalteter Proteine oder toxischer Abbauprodukte von 
Proteinen zur Folge, die ihrerseits zur Zellschädigung und zur Neurodegeneration führen. In 
diesem Zusammenhang erscheint eine Publikation von Bedeutung, die über eine bessere 
Degradation polyglutaminreicher Proteine, die bei Morbus Huntington und einigen erblichen 
cerebellaren Ataxien auftreten, durch überexprimiertes Parkin berichtet (Tsai et al., 2003). 
Über die Frage, ob mutiertes Parkin eine zentrale Rolle in der Pathogenese des Morbus 





4.6.3 Ubiquitin-C-terminale Hydrolase (PARK5) 
Die Ubiquitin C-terminale Hydrolase findet sich in vielen Zellen des Nervensystems. Ihr 
Vorkommen in Lewy-Körperchen und den „paired helical filaments“ beim Morbus Alzheimer 
wurde nachgewiesen (Lowe et al., 1990). Die physiologische Rolle des Proteins besteht in der 
Abspaltung des Ubiquitins von polyuquitinierten Proteinen und damit ihrer Zuführung zum 
Abbau im Proteasom (Larsen et al.,1998) . Über die Bedeutung der Ubiquitin C-terminalen 













4.7 Generelle Beurteilung der Versuche 
 
 
Die Idee, durch Immunisierung von Ratten mit Lysaten aus Organen und Geweben des 
Zebrafischs ein großes Spektrum monoklonaler Antikörper zu erzeugen, war faszinierend. 
Das Modellsystem Zebrafisch ist gut zu handhaben und bietet keine logistischen Probleme bei 
der Versorgung mit Untersuchungsmaterial und der Auswahl interessanter Antikörper.  
In ersten Versuchen an Ganzkörperschnitten (Prengel, Dissertation, 2000) waren besonders 
die sich entwickelnden neuronalen Strukturen von einigen Antikörpern deutlich und extensiv 
angefärbt worden. Daher konzentrierte sich diese Arbeit vor allem auf die Charakterisierung 
dieser Antikörper und den Versuch, die zugehörigen Antigene zu isolieren und zu 
charakterisieren. Letztendlich wurden aus drei Fusionen mit mehr als 200 getesteten Klonen 
17 ausgewählt und näher untersucht. Alle 17 Klone reagierten ausschließlich mit Geweben 
neuronalen Ursprungs. Mit diesem Ansatz konnten die Proteine Tenascin R, Plasticin, VAT-1 
und TOPAP des Zebrafischs isoliert werden. Alle Proteine waren schon vorher von anderen 
Autoren charakterisiert worden. Sie sind mehr oder weniger ubiquitär im neuronalen Gewebe 
vorhanden. Es gelang nicht, neue oder an spezielle Entwicklungsstufen gekoppelte Antigene 
zu definieren. Dieses Ergebnis ist in Zusammenhang mit der Immunisierungstechnik zu 
bringen. Wahrscheinlich führt das Überangebot an Antigenen bei Immunisierung mit Organ- 
oder Ganzkörperlysaten zu einer Auswahl solcher Antigene, die vom 
Antigenerkennungssystem der immunisierten Tiere leicht prozessiert werden können. Damit 
geraten abundant auftretende Antigene in Vorteil, während Minordeterminanten unterdrückt 
werden oder nur selten antikörperbildende B-Zellen induzieren. Sind derartige B-Zellen als 
Fusionspartner aktiv, ist die Wahrscheinlichkeit groß, dass sie von Klonen gegen abundant 
auftretende Antigene überwachsen werden. Damit fällt für die Herstellung von spezifischen 
monoklonalen Antikörpern gegen definierte Antigene die „Schrotschuss“-Immunisierung als 
ungeeignetes Verfahren aus. Sie ist zu zeitraubend, arbeits- und kostenintensiv. Für diese 
Zwecke empfiehlt es sich, mit gentechnisch hergestellten Fusionsproteinen oder an 
Carrierproteine gekoppelten Peptiden aus interessierenden Proteindomänen zu arbeiten. Das 
auch diese Ansätze nicht vor Fehlschlägen schützen, zeigen die Versuche, monoklonale 
Antikörper gegen Parkin herzustellen. Obwohl im ELISA antigenspezifische Antikörper 
nachgewiesen wurden, die auch im Western-Blot das gesuchte Antigen erkannten, scheiterten 
alle Versuche, das Protein in der Histologie nachzuweisen. Als Ursache kommt eine 
Denaturierung des Antigens durch Fixierungsschritte, die zur Folge hat, dass das vom 
Antikörper erkannte Epitop so verändert ist, dass eine Bindung nicht mehr nachgewiesen 
werden kann. Diese Imponderabilien werden sich nicht immer vermeiden lassen, da die 
wichtigen Schritte der Antigenpräsentation in einem biologischen Organismus erfolgen und 
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AP   Alkalische Phosphatase 
BCIP    5-Bromo-4-chloro-3-indonylphosphat 
BSA   Bovines Serumalbumin 
cDNS   Komplementäre Disoxyribonukleinsäure 
DMF   Dimethylformamid 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNS   Desoxyribonukleinsäure 
HAT   Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin 
HT   Hypoxanthin und Thymidin 
IPTG   Isopropyl β-D-Thiogalctopyranosid 
E.coli   Escherichia coli 
ELISA   Enzyme-Linked Immunoassay 
FCS   Fötales Kälberserum 
Ig   Immunglobulin 
IP   Immunpräzipitation 
kd   Dissoziationskonstante 
kDa   Kilo-Dalton 
l   Liter 
LB   Luria-Bertani-Medium 
M   Mol 
MALDI-TOF  Flugzeitmassenspektrometer 
mg   Milligramm 
µg   Mikrogramm 
min.   Minute 
ml   Milliliter 
µl   Mikroliter 
mM   Milllimol 
µm   Mikrometer 
mRNS   Boten-Ribonukleinsäure 
NBT   Nitroblau- Tetrazolium Chloride 
nIF   Neuronale Intermediärfilamente 
nm   Nanometer 
OPD   Orthophenylendiamin 
PBS   Phophatgepufferte Kochsalzlösung 
PCR   Polymerase Kettenreaktion 
PFA   Paraformaldehyd 
PVDF   Polyvinylidindifluorid 
SDS-PAGE                Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
sec.                             Sekunde  
TN                              Tenascin 
v/v   Volumen pro Gesamtvolumen 
w/v   Gewicht pro Gewicht des Gesamtvolumens 












Abbildung 7-1. ZEGE 2C9. Zebrafischembryo, 1 Tag 
alt. Vergrößerung 10x. 
 
Abbildung 7-2. ZEGE 2C9. Zebrafischembryo, 3 




Abbildung 7-3. ZEGE 2C9. Zebrafischlarve, 5 Tage 
alt. Vergrößerung 2,5x. 
 





Abbildung 7-5. ZEGE 2C9. Schwein. Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x. 
 










Abbildung 7-7. ZEGE 3H9. Zebrafischembryo, 1 Tag 
alt. Vergrößerung 10x. 
 
Abbildung 7-8. ZEGE 3H9. Zebrafischembryo, 2 




Abbildung 7-9. ZEGE 3H9. Zebrafischlarve, 5 Tage 
alt. Vergrößerung 2,5x. 
 





Abbildung 7-11. ZEGE 3H9. Ratteembryo, 11 Tage 
alt.  
 
Abbildung 7-12. ZEGE 3H9. Mausembryo, 16 Tage 









Abbildung 7-13. ZEGE 3H9. Maus, Gehirn. 
Vergrößerung 10x. 
 





Abbildung 7-15. ZEGE 3H9. Kaninchen, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x.  
 





Abbildung 7-17. ZEGE 3H9. Mensch, Embryo. 
Vergrößerung 2,5x. (Das Präparat ist 
freundlicherweise von Prof. Dr John Nicholls 
(Hongkong) zur Verfügung gestellt worden). 
 
Abbildung 7-18. ZEGE 3H9. Mensch, Embryo. 
Vergrößerung 2,5x. (Das Präparat ist 
freundlicherweise von Prof. Dr John Nicholls 









Abbildung 7-19. ZEGE 3H9. Mensch, Embryo. 
Vergrößerung 10x. (Das Präparat ist 
freundlicherweise von Prof. Dr John Nicholls 
(Hongkong) zur Verfügung gestellt worden). 
 
Abbildung 7-20. ZEGE 3H9. Mensch, Embryo. 
Vergrößerung 10x. (Das Präparat ist 
freundlicherweise von Prof. Dr John Nicholls 
(Hongkong) zur Verfügung gestellt worden). 
 
 
Abbildung 7-21. ZEGE 3H9. Mensch, Embryo. 
Vergrößerung 20x. (Das Präparat ist 
freundlicherweise von Prof. Dr John Nicholls 

























Abbildung 7-22. ZEGE 4B9. Zebrafischembryo, 1 
Tag alt. Vergrößerung 10x. 
 
Abbildung 7-23. ZEGE 4B9. Zebrafischembryo, 3 




Abbildung 7-24. ZEGE 4B9. Zebrafisch, 12 Tage alt. 
Vergrößerung 10x. 
 
Abbildung 7-25. ZEGE 4B9. Mausembryo, 16 Tage 




Abbildung7-26. ZEGE 4B9. Schwein, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x. 
 
Abbildung7- 27. ZEGE 4B9. Schwein, Gehirn. 
Vergrößerung 20x. 










Abbildung 7-28. ZEGE 4B9. Rind, Kleinhirn. 
Vergrößerung 2,5x. 
 





Abbildung 7-30. ZEGE 4B9. Katze, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x. 
 




Abbildung 7-32. ZEGE 4B9. Kaninchen, Gehirn. 











Abbildung 7-33. ZEGE 4B9. Mensch, Embryo. 
Vergrößerung 2,5x. (Das Präparat ist 
freundlicherweise von Prof. Dr John Nicholls 
(Hongkong) zur Verfügung gestellt worden). 
 
Abbildung 7-34. ZEGE 4B9. Mensch, Embryo. 
Vergrößerung 10x. (Das Präparat ist 
freundlicherweise von Prof. Dr John Nicholls 




Abbildung 7-35. ZEGE 4B9. Mensch, Embryo. 
Vergrößerung 10x. (Das Präparat ist 
freundlicherweise von Prof. Dr John Nicholls 
(Hongkong) zur Verfügung gestellt worden). 
 
Abbildung 7-36. ZEGE 4B9. Mensch, Embryo. 
Vergrößerung 10x. (Das Präparat ist 
freundlicherweise von Prof. Dr John Nicholls 
























Abbildung 7-37. ZEGE 6F1. Zebrafischembryo, 1 
Tag alt. Vergrößerung 10x. 
 
Abbildung 7-38. ZEGE 6F1. Zebrafischembryo, 3 




Abbildung 7-39. ZEGE 6F1. Zebrafischlarve, 5 Tage 
alt. Vergrößerung 2,5x. 
 
Abbildung 7-40. ZEGE 6F1. Zebrafisch, 12 Tage alt. 
Vergrößerung 10x.  
 
 
Abbildung 7-41. ZEGE 6F1 Mausembryo, 12 Tage 











Abbildung 7-42. ZEGE 6F1. Ratteembryo. 11 Tage 
alt. Vergrößerung 2,5x. 
 
Abbildung 7-43. ZEGE 6F1. Mausembryo. 16 Tage 




Abbildung 7-44. ZEGE 6F1. Rind, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x. 
 
Abbildung 7-45. ZEGE 6F1. Rind, Gehirn. 
Vergrößerung 20x.  
 
 












Abbildung 7-47. ZEGE 6F1. Embryo, Mensch. (Das 
Bild ist freundlicherweise von Prof. Dr John Nicholls 
(Hongkong) zur Verfügung gestellt worden).  
 
Abbildung 7-48. ZEGE 6F1. Embryo, Mensch. (Das 
Bild ist freundlicherweise von Prof. Dr John Nicholls, 
Hongkong zur Verfügung gestellt worden).  




Abbildung 7-49. ZEGE 6F1. Embryo, Mensch. (Das 
Bild ist freundlicherweise Prof. Dr John Nicholls 
(Hongkong) zur Verfügung gestellt worden). 
 
Abbildung 7-50. ZEGE 6F1. Embryo, Mensch. (Das 
Bild ist freundlicherweise von Prof. Dr John Nicholls 























Abbildung 7-51. ZEGE 8F8. Zebrafischembryo, 1 
Tag alt. Vergrößerung 10x. 
 
Abbildung 7-52. ZEGE 8F8. Zebrafischembryo, 3 




Abbildung 7-53. ZEGE 8F8. Zebrafischlarve, 5 Tage 
alt. Vergrößerung 10x.  
 





Abbildung 7-55. ZEGE 8F8. Rind, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x. 
 











Abbildung 7-57. ZEGE 8D12. Zebrafischembryo, 1 
Tag alt. Vergrößerung 10x.  
 
Abbildung 7-58. ZEGE 8D12. Zebrafischembryo, 2 




Abbildung 7-59. ZEGE 8D12. Zebrafischembryo, 2 
Tage alt. Vergrößerung 10x.  
 
Abbildung 7-60. ZEGE 8D12. Zebrafischembryo, 3 




Abbildung 7-61. ZEGE 8D12. Zebrafischlarve, 5 
Tage alt. Vergrößerung 2,5x.  
 
Abbildung 7-62. ZEGE 8D12. Zebrafisch, 12 Tage 










Abbildung 7-63. ZEGE 8D5. Zebrafischembryo, 1 
Tag alt. Vergrößerung 10x.  
 
Abbildung 7-64. ZEGE 8D5. Zebrafischembryo, 3 




Abbildung 7-65. ZEGE 8D5. Zebrafisch 12 Tage alt. 
Vergrößerung 2,5x. Vergrößerung 10x.  
 
Abbildung 7-66. ZEGE 2F12. Zebrafischembryo, 1 




Abbildung 7-67. ZEGE 2F12. Zebrafischlarve, 5 
Tage alt. Vergrößerung 2,5x.  
 
Abbildung 7-68. ZEGE 2F12. Zebrafischlarve, 5 










Abbildung 7-69. ZEGE 7D7. Zebrafischembryo, 1 
Tag alt. Vergrößerung 10x.  
 
Abbildung 7-70. ZEGE 7D7. Zebrafischembryo, 2 




Abbildung 7-71. ZEGE 7D7. Zebrafischembryo, 3 
Tage alt. Vergrößerung 2,5x.  
 
Abbildung 7-72. ZEGE 7D7. Zebrafisch, 12 Tage alt. 




Abbildung 7-73. ZEGE 7D7. Schwein, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x.  
 
Abbildung 7-74. ZEGE 7D7. Schwein, Gehirn. 







Abbildung 7-75. ZEGE 7D7. Kaninchen, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x.  
 
Abbildung 7-76. ZEGE 7D7. Kaninchen, Gehirn. 




Abbildung 7-77. Kaninchen, Gehirn. Vergrößerung 
2,5x. 
 





Abbildung 7-79. ZEGE 7D7. Huhn, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x.  
 
Abbildung 7-80. ZEGE 7D7. Huhn, Gehirn. 













Abbildung 7-81. ZEGE 2A8. Zebrafischembryo, 1 
Tag alt. Vergrößerung 10x. 
 
Abbildung 7-82. ZEGE 2A8. Zebrafischembryo, 3 




Abbildung 7-83. ZEGE 2A8. Zebrafischlarve, 5 Tage 
alt. Vergrößerung 2,5x. 
 
Abbildung 7-84. ZEGE 2A8. Zebrafischlarve, 5 Tage 




Abbildung 7-85. ZEGE 2A8. Ratte, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x. 
 











Abbildung 7-87. ZEGE 7B11. Zebrafischembryo, 1 
Tag alt. Vergrößerung 10x. 
 
Abbildung 7-88. ZEGE 7B11. Zebrafischembryo, 2 




Abbildung 7-89. ZEGE 7B11. Zebrafischlarve, 5 
Tage alt. Vergrößerung 10x. 
 
Abbildung 7-90. ZEGE 7B11. Zebrafisch, 12 Tage 

























Abbildung 7-91. VIII-41 8G7. Schwein, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x.  
 
Abbildung 7-92. VIII-41 8G7. Schwein, Gehirn. 




Abbildung 7-93. VIII-41 8B4. Huhn, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x.  
 
Abbildung 7-94. VIII-41 6E7. Huhn, Gehirn. 




Abbildung 7-95. VIII-41 8B4. Maus, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x.  
 
Abbildung 7-96. VIII-41 8B4. Maus, Gehirn. 










Abbildung 7-97. EPS 1A8. Schwein, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x.  
 
Abbildung 7-98. EPS 1A8. Schwein, Gehirn. 




Abbildung 7-99. EPS 2B9. Schwein, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x.  
 
Abbildung 7-100. EPS 2B9. Schwein, Gehirn. 




Abbildung 7-101. EPS 1A8. Maus, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x.  
 











Abbildung 7-103. PP2A 2E6. Schwein, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x.  
 
Abbildung 7-104. PP2A 2E6. Schwein, Gehirn. 




Abbildung 7-105. PP2A 2E6. Schwein, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x. 
 





Abbildung 7-107. PP2A 2E6. Kaninchen, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x. 
 











Abbildung 7-109. P9H 1C8. Huhn, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x.  
 
Abbildung 7-110. P9H 5E12. Huhn, Gehirn. 




Abbildung 7-111. P9H 4D7. Huhn, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x.  
 
Abbildung 7-112. P9H 4D7. Huhn, Gehirn. 




Abbildung 7-113. P9H 1C8. Rind, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x.  
 
Abbildung 7-114. P9H 4D7. Rind, Gehirn. 







Abbildung 7-115. P9H 1C8. Maus, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x.  
 
Abbildung 7-116. P9H 5E12. Maus, Gehirn. 




Abbildung 7-117. P9H 4D7. Maus, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x.  
 
Abbildung 7-118. P9H 6E4. Maus, Gehirn. 




Abbildung 7-119. P9H 5E12. Katze, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x.  
 
Abbildung 7-120. P9H 5E12. Ratte, Gehirn. 












Abbildung 7-121. PUR11A3. Katze, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x. 
 





Abbildung 7-123. PUR1D7. Katze, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x. 
 





Abbildung 7-125. PUR1D7. Huhn, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x. 
 








Abbildung 7-127. PUR 1D7. Schwein, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x. 
 





Abbildung 7-129. PUR 1D7. Hund, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x. 
 





Abbildung 7-131. PUR 1F1. Huhn, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x. 
 













Abbildung 7-133. Park 7D3. Mensch, Gehirn. 
Vergrößerung 10x. 
 










Abbildung 7-136. Park 5C3. Hund, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x. 
 








Abbildung 7-138. Park 5C3. Rind, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x. 
 





Abbildung 7-140. Park 6G8. Hund, Gehirn. 
Vergrößerung 2,5x. 
 


















Monoklonale Antikörper sind unverzichtbare Hilfsmittel, um Proteinkomplexe aus Zellen zu 
isolieren oder Proteine in Gewebeschnitten zu lokalisieren. Sie dienen auch dazu, 
Entwicklungsvorgänge aufzuklären. Dabei wird als Modellorganismus für Vertebraten oft der 
Zebrafisch gewählt, da er sich asaisonal vermehrt, eine zahlreiche Nachkommenschaft hat und 
sowohl die Befruchtung als auch die Entwicklung außerhalb des Mutterleibs erfolgt. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden monoklonale Antikörper generiert, die spezifisch mit 
neuronalen Geweben und Organen des Zebrafisches reagieren. Zur Immunisierung wurde 
Gehirngewebe des Zebrafisches verwendet. Immunisiert wurden Ratten. Antikörperbildende 
B-Zellen aus der Ratte wurden mit einer Mausmyelom-Zelllinie fusioniert. Proteine von 
Interesse wurden mit Hilfe der Antikörper aus Zelllysaten des Zebrafisch-Gehirns 
immunpräzipitiert und durch Elektrophorese in Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Die durch 
Antikörper detektierbaren Banden wurden ausgeschnitten und die enthaltenen Proteine mit 
massenspektrometrischen Techniken identifiziert. In einem weiteren Ansatz diente eine in λ-
Phagen einklonierte Genbank der Expression der Proteine. Die Proteine wurden ebenfalls mit 
monoklonalen Antikörpern identifiziert. Die Phagen, die diese Proteine produzierten, wurden 
vermehrt und die für das Protein kodierende DNA sequenziert. Wir haben unsere 
Anstrengungen vor allem auf Proteine neuronalen Ursprungs konzentriert, weil diese 
Strukturen in den Fischen besonders deutlich markiert wurden. Histologische Untersuchungen 
an anderen Spezies ergaben, dass die Antikörper mit neuronalen Strukturen vieler Spezies 
reagierten, was auf eine hohe Konservierung der Proteine in der Phylogenese schließen lässt. 
Aus drei Fusionen mit Milzzellen von immunisierten Ratten wurden 2400 Zellüberstände 
erzeugt, die auf ihre Immunglobulin-Subklasse getestet wurden. IgG-positive Überstände 
wurden auf histologischen Schnitten untersucht. Schließlich wurden 17 Klone etabliert, die 
mit Nervengewebe des Zebrafisches reagierten, und weitere 9 Klone, die sowohl mit 
neuronalen Zellen des Zebrafisches als auch mit neuronalem Gewebe anderer Spezies 
reagierten. Die von den einzelnen Antikörpern erkannten Proteine wurden entweder 
massenspektrometrisch oder mittels einer Expressionsgenbank, die aus drei Tage alten 
Zebrafischlarven hergestellt wurde, identifiziert. 
 
Es wurden Antikörper gegen folgende Proteine gefunden: 
 
 
1. Tenascin R 
Das Tenascin R ist ein Protein der extrazellulären Matrix. Es interagiert  mit den 
Proteoglycanen Brevican, Neurocan und Phosphacan. Es wird vor allem während früher 
Stadien der Entwicklung exprimiert. Immunhistochemisch wird es in der Körnerschicht des 
Kleinhirns, in bestimmten Arealen des Hippocampus, in der Retina und in Motoneuronen des 
Rückenmarks gefunden. Es wird mit Prozessen der Zellmigration und Axonentwicklung und 












2. Plasticin  
Plasticin gehört zu den neuronalen, intermediären Filament-Proteinen (Neurofilamente). 
Plasticin ist ein Protein, das aus 435 Aminosäuren aufgebaut ist. Es ist verwandt mit dem 
Vertebratenprotein Peripherin und dessen Homolog bei Nichtvertebraten. Der monoklonale 
Antikörper reagiert im Zebrafisch mit Hirn, Rückenmark und Retina. Bei Schädigung des 
Nervus opticus am Zebrafisch wird ein Anstieg des Plasticins in der Regenerationsphase 




Der Antikörper reagiert mit Hirn, Rückenmark und Retina sowohl von Zebrafisch-Embryonen 
als auch von adulten Tieren. Das zugehörige Antigen wurde mit Hilfe der 
Expressionsgenbank definiert. Es ist zu 99% identisch mit TOPAP der Säuger. Eine Funktion 




Die Antikörper, die dieses Protein erkennen, färben Randbezirke der Gehirn- und 
Rückenmarksanlage beim ein Tag alten Zebrafischembryo. Auch beim erwachsenen Tier 
beschränkt sich die Reaktivität des Antikörpers auf Hirn, Rückenmark und Retina. Das 
Protein wurde mit Hilfe der Expressionsgenbank als Analogon zum VAT-1-Protein aus dem 
elektrischen Organ des Zitterrochens identifiziert. Das Protein spielt bei der 
Signalübertragung an Synapsen eine Rolle. Beim Menschen liegt sein Genort 
interessanterweise im Bereich des BRCA-1-Gens, das mit der neoplastischen Entartung von 
Mamma und Ovarium in Verbindung steht. 
 
 
5. Kreuzreagierende Monoklonale Antikörper 
Es wurden 16 monoklonale Antikörper, die gegen fünf verschiedene humane Antigene 
hergestellt worden waren, auf Kreuzreaktivität mit Zebrafischgehirn getestet. Die Antikörper 




Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Versuch unternommen, gezielt gegen ein 
Fusionskonstrukt, das Teile des humanen Parkins enthielt, monoklonale Antikörper 
herzustellen. Aus vier Fusionen wurden nur drei spezifisch mit dem Antigen reagierende 
Antikörper selektiert, die auch im Western-Blot mit Parkin reagierten. In vivo wurde das 
Antigen in histologischen Schnitten jedoch nicht erkannt. 
 
 
Die Auswertung aller Ergebnisse führt zu der Schlussfolgerung, dass zur Erzeugung von 
monoklonalen Antikörpern gentechnisch (durch Fusionsproteine) oder proteinchemisch 
(durch Peptid-Carrierkopplung) hergestellte Antigene eingesetzt werden sollten. Im 









ungezielte Immunisierung zu induzieren und anschließend zu charakterisieren, beim 
Zebrafisch rechtfertigen, da in der Literatur nur wenige Antikörper für diese Spezies 
beschrieben sind und die Austestung der Hybridome mit histologischen Methoden auf dem 
Gesamtorganismus erfolgen kann. Somit kann das Bindeverhalten des Antikörpers bei der 
Ersttestung auf einen Blick erfasst werden und die unspezifisch-reagierenden Hybridome 
können sofort verworfen werden. 
Dass auch der Ansatz, gegen Fusionsproteine monoklonale Antikörper herzustellen, nicht 
immer zu Antikörpern mit den gewünschten Eigenschaften führt, zeigt das Beispiel Parkin. 
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